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aa    Aminosäure(n) 
Abb.    Abbildung 
APC    antigenpräsentierende Zelle 
BCR    B-Zellrezeptor 
bp (kb)   Basenpaare (Kilobasen) 
bzw.    beziehungsweise 
°C    Grad Celsius 
ca.    circa 
CBS    class II-binding site 
cDNA    komplementäre DNA 
Ci (µCi)   Curie (Mikrocurie) 
Da (kDa)   Dalton (Kilodalton) 
DCs    Dendritische Zellen 
ddw    doppelt destilliertes Wasser 
DMEM   Dulbecco’s modified Eagles medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNTPs   Desoxynukleotidgemisch 
DSMZ    Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 
DTT    Dithiotreitol 
DYT    Bakterien-Kulturmedium (Double-Yeast-Tryptone) 
EDTA    Ethylendiaminotetraessigsäure 
ER    Endoplasmatisches Retikulum 
EtOH    Ethanol 
EBV    Epstein Barr Virus 
F (µF)    Farad (Mikrofarad) 
FCS    fötales Kälberserum 
FITC    Fluoreszeinisothiocyanat 
g (mg, µg, ng)   Gramm (Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm) 
gB    Glykoprotein B 






HCMV   Humanes Zytomegalievirus 
HEL    Hühnereilysozym (Hen Egg Lysozyme) 
HEPES   (N-[2-Hydroxyethyl]-Piperazin-N′[Ethansulfonsäure]) 
HHV    Humanes Herpes Virus 
HIV    Humanes Immundefizienz Virus 
HLA    humanes Leukozyten Antigen (Human Leucocyte Antigen) 
HRP    Horseradish Peroxidase 
HSV    Herpes Simplex Virus 
HWZ    Halbwertszeit 
IFN    Interferon 
Ig    Immunglobulin 
Ii    Invariante Kette 
IL    Interleukin 
l (ml, µl)   Liter (Milliliter, Mikroliter) 
m (mm, nm)   Meter (Millimeter, Nanometer) 
M (mM, µM, nM)  molar (millimolar, mikromolar, nanomolar) 
mAb    monoklonaler Antikörper 
MAT    Matrixprotein des Influenzavirus 
MHC  Hauptgewebeverträglichkeitskomplex (major 
histocompatibility complex) 
MIIC    MHC Klasse II-Kompartiment 
min    Minute(n) 
MOMP  Hauptprotein der äußeren Membran von 
Chlamydia trachomatis 
mw    Molekulargewicht 
NK-Zellen   Natürliche Killerzellen 
NP-40    Nonidet P 40  
ODx    Optische Dichte bei einer Wellenlänge von x nm 
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS    Phosphat-gepufferte Saline 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PE    Phycoerythrin 
pH    negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration 






PPO    2.5-Diphenyloxazol 
PVDF    Polyvinylidene Difluoride 
RNase    Ribonuklease 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute-Medium 
RT    Raumtemperatur 
s    siehe 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
sec    Sekunde(n) 
SV 40    Simian Virus 40 
Tab.    Tabelle 
TAP  Peptidtransporter (transporters associated with antigen 
presentation) 
TBS    Tris-gepufferte Saline 
TCR    T-Zellrezeptor 
TE    Tris/EDTA-Lösung 
TGN    Trans-Golgi-Netzwerk 
TNF    Tumornekrosefaktor 
Tris    Tris-(Hydroxymethyl-)Aminoethan 
U (mU)   Einheit (Unit, Milliunit) 
u.a.    unter anderem 
ü.N.    über Nacht 
Upm    Umdrehung pro Minute 
UV    Ultraviolett 
V (kV)    Volt (Kilovolt) 
Vol.    Volumen 
VZV    Varizella Zoster Virus 








1.1 Das Immunsystem 
 
Mit Hilfe des Immunsystems ist der Körper in der Lage, sich vor Infektionen mit 
pathogenen Mikroorganismen (z.B. Bakterien und Viren) zu schützen. Sobald eine Störung 
des Immunsystems vorliegt und die Unterscheidung von „selbst“ und „fremd“ nicht mehr 
möglich ist, können sich pathogene Erreger im Körper ausbreiten. Viele Mikroorganismen 
haben jedoch auch Strategien entwickelt, um der Erkennung durch ein intaktes 
Immunsystem zu entgehen. Dabei nutzen sie verschiedenste Fluchtmechanismen, da auch 
das Immunsystem über eine Vielzahl von Abwehrmechanismen verfügt. 
Das Immunsystem der Vertebraten ist ein großes Verbundsystem aus Zellen, Geweben und 
Molekülen. Hierbei unterscheidet man zwei Arten von Abwehrsystemen: Die angeborene, 
unspezifische Immunität und die spezifische, adaptive Immunität. Zu den unspezifischen 
Abwehrmechanismen des Immunsystems gehören neben den physiologischen und 
anatomischen Barrieren, phagozytierende Zellen (Makrophagen, Monocyten) und die von 
ihnen sezernierten Zytokine, natürliche Killerzellen und Eosinophile, sowie verschiedene 
Blutbestandteile wie das Komplementsystem. Die angeborene Immunität dient der ersten 
Abwehr von Krankheitserregern, bietet jedoch keinen spezifischen Schutz vor erneuter 
Infektion. Im Gegensatz dazu verfügt die adaptive Immunität über spezifische 
Abwehrmechanismen wie Lymphozyten mit spezifischen Rezeptoren für Antigene 
(Fremdmoleküle). Während einer adaptiven Immunabwehr entstehen ausdifferenzierte 
Gedächtniszellen, die bei erneutem Antigenkontakt eine schnellere und wirksamere 
Reaktion ermöglichen. Die spezifische Immunantwort verstärkt die Schutzmechanismen 
der unspezifischen Immunität und ist für einen Langzeitschutz durch Ausbildung eines 
immunologischen Gedächtnisses verantwortlich. 
Die Lymphozyten (B- und T-Zellen) der spezifischen Immunabwehr sind auf die 
Erkennung von extra- und intrazellulären Krankheitserregern spezialisiert. Die von B-
Zellen gebildeten Antikörper sind gegen Erreger und deren Toxine im extrazellulären 
Raum gerichtet. Für eine zelluläre Immunantwort sind die T-Zellen verantwortlich, die mit 
Hilfe ihrer Rezeptoren präsentierte Peptidfragmente intrazellulärer Erreger (z.B. Viren) 






Zellen und Makrophagen vernichten können. Somit unterstützen T-Zellen auch die 
Immunantwort durch B-Zellen. 
Die spezifische Immunität entwickelt sich mit der klonalen Selektion von Lymphozyten. 
Jeder im Körper vorhandene Lymphozyt trägt einen Antigen-spezifischen Rezeptor an 
seiner Zelloberfläche. Die Wechselwirkung eines Antigens mit dem Rezeptor und ein 
kostimulatorisches Signal führen zur Aktivierung des Antigen-spezifischen Lymphozyten. 
Aktivierte Lymphozyten proliferieren und differenzieren dann zu Effektorzellen und 
Gedächtniszellen. Die Differenzierung der B-Zellen führt zu Antikörper-sezernierenden 
Plasmazellen. T-Zellen differenzieren zu zwei Arten von Effektorzellen: Cytotoxische T-
Zellen töten infizierte Zellen direkt. T-Helferzellen aktivieren B-Zellen und Makrophagen 
und sind somit indirekt an der Vernichtung von Krankheitserregern beteiligt. 
Kostimulatorische Signale, die zur Aktivierung der Lymphozyten und Makrophagen 
notwendig sind, können Membranproteine oder Zytokine sein. Zytokine sind als 
Botenstoffe des Immunsystems für die Regulation des Zusammenspiels aller an einer 
Immunantwort beteiligten Mechanismen verantwortlich. 
 
1.1.1 Antigenprozessierung und –präsentation 
 
Im Gegensatz zu B-Zellen, die mit Hilfe ihres Antigen-spezifischen Rezeptors komplettes, 
lösliches Antigen binden können, erkennen T-Zellen Antigene nur in Form von 
Peptidfragmenten. Für eine Aktivierung der T-Zellen müssen die antigenen Peptide auf der 
Zelloberfläche von infizierten Zellen präsentiert werden. Hierzu binden Peptidrezeptoren 
intrazellulär die bei der Antigenprozessierung entstehenden antigenen Peptide und 
transportieren sie zur Zelloberfläche, wo der Komplex aus Fremdpeptid und 
präsentierendem Selbstprotein dann durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) erkannt 
werden kann. Die präsentierenden Peptidrezeptoren werden als MHC Moleküle 
bezeichnet, da sie im Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility 
complex) codiert sind. Die MHC Moleküle sind heterodimere Glykoproteine, die über 
einen Transmembranbereich in der Zellmembran verankert sind. Ihre Untereinheiten sind 
nicht-kovalent miteinander verbunden. Membran-distale Domänen dieser Untereinheiten 
bilden eine Peptid-bindende Grube (Cresswell 1994). Durch den enormen Polymorphismus 
innerhalb der Peptid-bindenden Domäne kann von den verschiedenen MHC Allotypen 






Man unterscheidet zwei Klassen von MHC Molekülen: MHC Klasse I- und MHC Klasse 
II-Moleküle. MHC Klasse I-Moleküle binden überwiegend Peptide, die aus dem Abbau 
von Proteinen im Cytosol stammen, und präsentieren diese endogenen Peptide den 
CD8+cytotoxischen T-Zellen (Zinkernagel und Doherty, 1974; Yewdell und Bennink, 
1990). Typischerweise stammen fremde endogene Peptide von viralen Proteinen, die im 
Cytoplasma infizierter Zellen synthetisiert werden. Ihr proteolytischer Abbau erfolgt über 
einen Proteasom-Komplex im Cytosol (Brown et al., 1991a; Harding et al., 1995). Die 
daraus resultierenden Peptide gelangen anschließend über spezifische TAP-
Transporterproteine (transporters associated with antigen processing) ins 
Endoplasmatische Retikulum (ER), wo sie dann in die Peptidbindungsgrube von MHC 
Klasse I-Molekülen binden (Yewdell und Bennink, 1990; Neefjes et al. 1993; Shepherd et 
al. 1993). An der Faltung und Peptidbeladung von MHC Klasse I-Molekülen sind die ER-
ständigen Chaperone Calnexin, Calreticulin und Tapasin beteiligt ( Williams DB und 
Watts TH, 1995; Ortman B et al. 1997). Mit Peptid beladene MHC Klasse I-Moleküle 
verlassen das ER, durchlaufen dann den Golgi-Komplex und gelangen entlang des 
sekretorischen Transportweges zur Zelloberfläche (Ploegh et al. 1981; Germain und 
Margulies, 1993), wo der Peptid/MHC I-Komplex von CD8+cytotoxischen T-Zellen 
erkannt werden kann. 
MHC Klasse II-Moleküle binden Peptide von extrazellulären Proteinen. Die Proteine 
werden durch Rezeptor-vermittelte Endocytose, Phagocytose oder durch Pinocytose von 
Zellen aufgenommen (Unanue und Allen, 1987; Yewdell und Bennink, 1990) und 
gelangen anschließend in die endosomalen/lysosomalen Kompartimente der Zelle, wo sie 
mittels saurer Proteasen zu Peptiden abgebaut werden. Die Peptide können hier an MHC 
Klasse II-Moleküle binden, die über die Assoziation mit der Invarianten Kette (Ii) in die 
endosomalen Kompartimente gelangen. Nach Degradation der Ii wird die Peptid-
Bindungsgrube der Klasse II-Moleküle frei für die Bindung der exogenen Peptide. Der 
Peptid/MHC Klasse II-Komplex gelangt anschließend zur Zelloberfläche, wo er von 
CD4+T-Helferzellen erkannt werden kann. Man findet auf MHC II-Molekülen auch 
Peptide zellulärer Proteine, die durch die endosomale/lysosomale Prozessierung von 
Membranproteinen entstehen (Rudensky et al. 1991; Chicz et al. 1993). Vereinzelt werden 
auf Klasse II-Molekülen auch Peptide von Cytosol-ständigen Proteinen präsentiert, deren 
Prozessierungsweg sich jedoch von dem der MHC Klasse I-Moleküle unterscheidet 






Die Expression der MHC Moleküle ist gewebespezifisch. Während MHC Klasse I-
Moleküle auf vielen kernhaltigen Körperzellen exprimiert werden, ist die Expression der 
MHC Klasse II-Moleküle hauptsächlich auf die professionellen Antigenpräsentierenden 
Zellen (APCs) wie Makrophagen, Dendritische Zellen und B-Zellen beschränkt. Bei vielen 
Zelltypen kann jedoch die Expression von MHC Molekülen durch Stimulation mit IFN-γ 
oder anderen Zytokinen induziert bzw. verstärkt werden. 
 
1.1.2 Die MHC Klasse II-assoziierte Invariante Kette 
 
Ende der Siebziger Jahre wurde erstmals die Assoziation von MHC II-Molekülen mit 
einem nicht polymorphen Protein beschrieben, das man auch als Invariante Kette (Ii) 
bezeichnet (Jones et al., 1979). Obwohl die Ii nicht im MHC codiert ist (Koch et al., 1982), 
wird sie in APCs mit MHC Klasse II-Molekülen koexprimiert, was auf gemeinsame 
regulatorische Sequenzen in der Promotorregion der MHC Klasse II- und Ii-Gene 
zurückzuführen ist (Pessara und Koch, 1990; Zhu und Jones, 1990; Brown et al., 1991b). 
Neben der konstitutiven Expression in den immunkompetenten APCs kann die Expression 
der Ii -wie auch die der MHC II-Moleküle- durch Zytokine wie IFN-γ oder TNF-α 
induziert werden (Koch et al., 1984; Paulnock-King et al., 1985; Momburg et al., 1986; 
Pessara et al., 1988). 
Die Ii ist im Gegensatz zu den MHC Proteinen ein Typ II-Membranprotein (Strubin et al., 
1984; Lipp und Dobberstein, 1986). Sie wird in zwei verschiedenen Formen exprimiert 
(Ii31 und Ii41), die durch alternatives Spleißen eines zusätzlichen Exons entstehen (Strubin 
et al., 1986; Koch et al., 1987). Die überwiegend exprimierte Form (Ii31) der menschlichen 
Ii ist 216, die der Maus 215 Aminosäuren (aa) lang (Claesson et al., 1983; Singer et al., 
1984). Während des Transportes durch die Zelle wird die Ii posttranslational modifiziert. 
Diese Modifikationen umfassen unter anderem N-Glykosylierungen (Machamer und 
Cresswell, 1982; Koch et al 1987; O’Sullivan et al. 1987), O-Glykosylierungen (Machamer 
und Cresswell, 1982; Claesson und Peterson, 1983), Phosphorylierungen (Spiro und 
Quaranta, 1989) und Fettacylierungen (Koch und Hämmerling, 1985; Simonis und 
Cullen,1986). 
Die Assoziation der Ii mit MHC Klasse II-Molekülen findet unmittelbar nach deren 
Einlagerung in die ER-Membran statt (Sung und Jones, 1981; Kvist et al., 1982). Neu 
synthetisierte Ii-Moleküle bilden Trimere und assoziieren mit Calnexin, einem ER-






Trimer lagern sich sequentiell drei MHC Klasse II αβ-Heterodimere an, wodurch das 
Calnexin verdrängt wird. Erst nach vollständiger Assoziation eines Ii-Trimers mit drei αβ-
Heterodimeren kann der MHC II/Ii-Komplex das ER verlassen (Roche et al., 1991; Lamb 
und Cresswell, 1992). Ein Überschuss an freier Ii verbleibt in oligomerer Form im ER 
(Sung und Jones, 1981; Machamer und Cresswell, 1982; Marks et al. 1990). Der nonamere 
MHC II/Ii-Komplex wird durch das endosomale Sortierungssignal der Ii über den Golgi-
Apparat und das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) in spezifische endocytotische 
Kompartimente gelenkt (Lamb et al., 1991; Peters et al.,1991; Amigorena et al., 1994; 
Amigorena et al., 1995). In diesen Kompartimenten (MIICs: MHC class II compartments 
oder CIIVs: Class II-enriched vesicles) wird die Ii proteolytisch gespalten (Blum und 
Cresswell, 1988; Maric et al., 1994). In der Peptid-Bindungsgrube der Klasse II-Moleküle 
bleiben Ii-Fragmente (CLIP: class II-associated invariant chain peptides) zurück, die dort 
vor dem Verdau durch Proteasen geschützt sind (Ghosh et al., 1995). Diese Ii-Fragmente 
werden anschließend mit Hilfe eines weiteren im MHC codierten Proteins, dem HLA-DM 
Molekül, aus der Peptid-Bindungsgrube des Klasse II-Moleküls entfernt, die nun antigene 
Peptide binden kann (Sherman et al., 1995; Sloan et al., 1995; Denzin und Cresswell, 
1995). DM interagiert dabei vermutlich direkt mit MHC Klasse II-Molekülen (Sanderson 
et al., 1996; Denzin et al., 1996). 
Verschiedene funktionelle Regionen innerhalb der Ii sind identifiziert. In den ersten 20 aa 
der N-terminalen cytoplasmatischen Domäne liegt die Signalsequenz, die für den 
intrazellulären Transport der Ii/Klasse II-Komplexe zu endosomalen Kompartimenten und 
deren Retention in den Endosomen verantwortlich ist (Bakke und Dobberstein, 1990; 
Lotteau et al., 1990). Die hydrophobe Transmembranregion (Maus Ii: aa 31-56) ist für die 
Translokation des C-Terminus in das ER-Lumen mitverantwortlich (Lipp und Dobberstein, 
1986). Ebenso scheint die transmembrane Domäne für die Initialisierung der 
Trimerisierung wichtig zu sein (Ashman and Miller, 1999). Die Trimerisierungsdomäne 
selbst ist in der C-terminalen Region (Maus Ii: aa 118-193) lokalisiert. Die 
Assoziationsstelle für Klasse II-Moleküle (CBS: class II binding site) liegt im luminalen 
Bereich der Ii und erstreckt sich bei der Ii der Maus über die aa 81-109 (Freisewinkel et al., 
1993; Bijlmakers et al., 1994; Romagnoli und Germain, 1994). Sie kann in einen 
promiskuitiv-bindenden Bereich (PBS: aa 81-87) und einen Allel-spezifisch Grube-
bindenden Bereich (GBS: aa 91-99) unterteilt werden (Siebenkotten et al., 1998). Die N-
terminal gelegene PBS-Region findet sich in vielen Ii-Fragmenten (CLIP) und bindet 






terminal angrenzenden Region den Grube-bindenen Bereich (Thayer et al., 1999). Es 
werden neben dieser Hauptbindungsstelle für Klasse II-Moleküle noch eine Serie kleinerer 
Kontaktstellen vermutet, die sich vom Transmembranbereich über das luminale Segment 
der Ii erstrecken (Castellino et al., 2001). 
 
1.1.3 Funktion der Invarianten Kette bei der Antigenpräsentation 
 
Die Invariante Kette hat großen Einfluss auf die Antigenpräsentation durch MHC II-
Moleküle, was anhand von Untersuchungen mit Ii-negativen Zelllinien und Ii-defizienten 
Mäusen deutlich wird (Cosgrove et al., 1991; Stockinger et al., 1989; Bikoff et al., 1993; 
Viville et al., 1993; Elliott et al., 1994). Während die Ii für die Präsentation einiger nativer 
Antigene (z.B. Influenza-Virus-Protein) unbedingt erforderlich ist (Stockinger et al., 1989), 
scheint sie auf die Präsentation anderer Antigene (z.B. Ribonuklease A, Masern-Virus 
Proteine) keinen Einfluss zu haben (Sekaly et al., 1988; Peterson und Miller, 1990; Nadimi 
et al., 1991). Man fand weiterhin heraus, dass die Ii-abhängige Antigenpräsentation 
Epitop-spezifisch ist. Während einige Epitope eines Antigens in Anwesenheit der Ii 
verstärkt präsentiert werden, bleiben andere Epitope des gleichen Antigens in ihrer 
Präsentation unbeeinflusst (Bertolino et al., 1991; Momburg et al., 1993). Wahrscheinlich 
ist die Existenz Ii-abhängiger und Ii-unabhängiger Prozessierungskompartimente, die ein 
unterschiedliches Reservoir an antigenen Epitopen liefern und somit eine vielfältige 
Präsentation von Antigenen garantieren (Ceman und Sant, 1995). 
Die Ii ist ein multifunktionales Molekül, dass die Antigenpräsentation über verschiedene 
Mechanismen beeinflussen kann: 
- Chaperon- und Transportfunktion 
Beim Zusammenbau und Faltungsprozess neusynthetisierter MHC Klasse II-Moleküle 
spielt die Ii eine ebenso wichtige Rolle wie beim Transport der Klasse II-Moleküle aus 
dem ER zu endosomalen/lysosomalen Kompartimenten. In Milzzellen Ii-defizienter Mäuse 
gelangt die Mehrzahl der Klasse II-Moleküle nicht an die Zelloberfläche sondern verbleibt 
im ER (Bikoff et al., 1993; Viville et al., 1993; Elliott et al., 1994). Die Klasse II-Moleküle 
im ER zeigen eine atypische Konformation und bilden Aggregate mit ER-ständigen 
Chaperonen (grp94, Erp72, p74, BiP), die neben dem fehlenden endosomalem 
Transportsignal der Ii, für die Retention der Klasse II-Moleküle mitverantwortlich sind 
(Schaiff et al., 1992; Nijenhuis und Neefjes, 1994; Bonnerot et al., 1994; Elliott et al., 






und nicht mit Peptid beladen. Ihre Struktur ist verändert, was mit 
konformationsabhängigen Antikörpern gezeigt werden konnte (Peterson und Miller, 1990 
und 1992; Elliott et al., 1994; Viville et al., 1993; Bikhoff et al., 1993). Ii-defiziente Mäuse 
können die meisten Antigene nur noch sehr schwach oder gar nicht mehr präsentieren, was 
neben einer verminderten Klasse II-Expression auch durch eine veränderte T-
Zellpopulation (verminderte Anzahl an CD4+T-Zellen) zustande kommt. 
In Ii-negativen Maus- und Rattenfibroblasten findet jedoch nach Transfektion von MHC 
Klasse II-Molekülen ein Transport der Klasse II-Moleküle zu endosomalen/lysosomalen 
Kompartimenten statt (Simonsen et al., 1993; Hitzel et al., 1995). 
 
- Direkter Einfluss auf Bindung antigener Peptide 
Durch die Assoziation der Ii mit MHC II-Molekülen wird die Peptidbindungsgrube des 
Klasse II-Moleküls mit CLIP besetzt. In Peptidbindungsstudien konnte gezeigt werden, 
dass die Bindung von CLIP an die MHC II Peptid-Bindungsgrube den Transport der 
Klasse II-Moleküle zum Golgi-Komplex reguliert und folglich mit Klasse II-Molekülen 
eine strukturelle Einheit bildet (Zhong et al., 1996). In Ii-negativen Zelllinien konnte keine 
Assoziation endogener Peptide mit MHC Klasse II-Molekülen nachgewiesen werden 
(Busch et al., 1995; Hitzel et al., 1995), da diese meist direkt auf Klasse I-Moleküle 
geladen werden und mit Klasse II-Molekülen keine strukturelle Einheit bilden. 
Eine Bindung von antigenen Peptiden an MHC Klasse II-Moleküle kann erst nach 
vollständiger Ablösung der Ii erfolgen (Roche und Cresswell, 1990 und 1991; Teyton et 
al., 1990; Roche et al., 1992; Newcomb und Cresswell, 1993). Das letzte mit Klasse II-
Molekülen assoziierende Ii-Fragment CLIP bindet in der Peptidbindungsgrube des Klasse 
II-Moleküls und verhindert die Bindung antigener Peptide (Teyton et al., 1990; Rudensky 
et al., 1991; Riberdy et al., 1992;Roche et al., 1992; Gosh et al., 1995). Die Entfernung von 
CLIP aus der Grube des Klasse II-Moleküls erfolgt mit Hilfe von HLA-DM (Sloan et al., 
1995; Denzin und Cresswell; 1995). In DM-negativen Zelllinien findet man eine 
Akkumulation von MHC Klasse II/CLIP-Komplexen (Riberdy et al., 1992; Sette et al., 
1992). APCs DM-negativer Mäuse zeigen Defizite in der Antigenpräsentation und 
exprimieren vorwiegend CLIP-beladene MHC Klasse II-Moleküle auf ihrer Oberfläche ( 
Martin et al., 1996; Miyazaki et al., 1996; Fung-Leung et al., 1996). DM beeinflusst 
weiterhin das HLA-DR Peptidrepertoire dahingehend, dass nur langlebige stabile Klasse 
II/Peptid-Komplexe präsentiert werden (Kropshofer et al., 1996; van Ham et al., 1996; 






1.2 Immunität gegenüber Viren 
 
Trotz großer Erfolge bei der Bekämpfung viraler Infektionen (Pocken, Polio) sind Viren 
weltweit immer noch für Morbidität und Mortalität beim Menschen verantwortlich. 
Während Millionen von Jahren, die Viren mit ihren Wirten koexistieren, haben sie gelernt 
das Immunsystem des Wirtes gezielt zu manipulieren (Alcami und Koszinowski, 2000). 
Das Immunsystem kann Viren zwar über verschiedenste Mechanismen bekämpfen, die 
kurze Generationsdauer und schnelle Anpassung der Viren sowie deren häufige 
Wirtswechsel haben jedoch immer wieder zum Auftreten neuer viraler 
Infektionskrankheiten (AIDS, Hepatitis, hämorrhagisches Fieber) geführt (Ahmed und 
Biron, 1999). 
Für eine erfolgreiche Verbreitung muss das Virus zunächst in empfängliche Zellen eines 
geeigneten Wirts eindringen und sich dort unter Ausnutzung des 
Wirtsproteinsyntheseapparates vermehren und ausbreiten. Anschließend kann das Virus 
den Wirt wechseln oder sich innerhalb des Wirtes zurückziehen (persitierende Viren), um 
nach Reaktivierung erneut auszubrechen. 
 
Immunantwort des angeborenen Immunsystems: 
Unmittelbar nach einer Virusinfektion werden Cytokine freigesetzt, die durch 
Leukozytenpopulationen des angeborenen Immunsystems und durch infizierte oder 
aktivierte Zellen (Fibroblasten, Endothelzellen) synthetisiert werden. Die Cytokine 
Interferon α und β (IFN-α und IFN-β) werden bei Virusinfektionen freigesetzt und 
behindern direkt die Virusreplikation durch Inhibierung der Proteinsynthese (Vilcek und 
Sen, 1996). Interferone besitzen immunregulatorische Funktionen, wie die Aktivierung 
Natürlicher Killerzellen (NK-Zellen), Regulation der Genexpression anderer Cytokine und 
Cytokinrezeptoren, Lokalisation von Effektorzellen an den Infektionsort sowie die 
Induktion der MHC Klasse I-Moleküle zur Förderung einer CD8+ T-Zellantwort (Lindahl 
et al., 1976). Andere Cytokine wie der Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), IFN-γ, 
Interleukin-12 (IL-12), IL-6, IL-10, IL-15 und TGF-β, werden nicht bei allen 
Virusinfektionen synthetisiert. Sie können sich jedoch ebenso wie IFN α/β gegenseitig 







Das Komplementsystem des Blutes besteht aus einer Reihe von Plasmaproteinen, die nach 
direkter oder indirekter Aktivierung durch Pathogene eine Kaskade von Reaktionen 
auslöst, die letztendlich in der Zerstörung des Pathogens endet. Komplementproteine 
können durch die Bindung an das Pathogen dessen Phagocytose einleiten. Andere 
Komplementproteine werden durch IgG und IgM gebundene Antikörper aktiviert und 
zerstören anschließend die von den Antikörpern gebundenen Viruspartikel. 
Die wichtigsten Zellen des angeborenen Immunsystems, die bei der Abwehr viraler 
Infektionen in Erscheinung treten, sind NK-Zellen und Makrophagen. Durch Cytokine wie 
IL-12 werden NK-Zellen zur Produktion anderer Cytokine (IFN-γ) angeregt. IFN-α und −β 
aktivieren NK-Zellen zu einer erhöhten Cytotoxizität gegenüber Virus-infizierten Zellen, 
wodurch diese effizient lysiert werden (Gidlund et al.,1978; Santoli et al., 1978; Biron, 
1997). NK-Zellen können über direkten Kontakt die Zielzelle zerstören, wenn auf dieser 
positive Signale vorhanden sind bzw. negative Signale fehlen. Positive Signale sind 
spezifische Antikörper gegen virale Determinanten auf infizierten Zellen. Diese werden 
durch den Fc-Rezeptor der NK-Zellen erkannt, wodurch die NK-Zellen wiederum aktiviert 
werden (ADCC: Antikörperabhängige zellvermittelte Cytotoxizität) (Trinchieri, 1989). Als 
negative Signale gelten MHC Klasse I-Moleküle auf der Zielzelle, die mit dem KIR-
Rezeptor (Killing Inhibitory Receptor; Mensch) bzw. LY49-Rezeptor (Maus) der NK-
Zellen interagieren und die NK-zellvermittelte Cytotoxizität hemmen (Colonna M., 1996; 
Lanier L.L., 1997; Moretta A. und Moretta L., 1997; Parham P., 1997). 
Makrophagen wandern im Körper umher und gelangen in verschiedene Organe. Sie 
können Viren durch Phagozytose aufnehmen und zerstören. Viele Viren sind in der Lage 
Makrophagen zu infizieren, um sich dann durch die Migration der Makrophagen im 
Körper auszubreiten (Cafruny und Bradley, 1996). Neben ihrer direkten antiviralen 
Funktion produzieren Makrophagen auch immunregulatorische Cytokine wie das antivirale 
Cytokin TNF-α oder IL-12. Außerdem sind Makrophagen sehr wichtig für die 
Prozessierung und Präsentation viraler Antigene gegenüber Lymphozyten des spezifischen 
Immunsystems (Ahmed und Biron, 1999). 
 
Immunantwort des spezifischen Immunsystems: 
Antikörper und T-Zellen sind zwei Haupteffektoren des spezifischen Immunsystems bei 
der Bekämpfung viraler Infektionen (Zinkernagel et al., 1996; Doherty et al., 1997). 
Antikörper können sowohl freie Viruspartikel als auch Virus-infizierte Zellen erkennen. 






nach der Bindung von Antikörpern nicht mehr von Zelle zu Zelle verbreiten können. Wie 
bereits erwähnt können an Viruspartikel gebundene Antikörper das Komplementsystem 
aktivieren und die Phagocytose über Phagozyten mit Fc-Rezeptoren fördern. Die 
antikörperabhängige zellvermittelte Cytotoxizität (ADCC) führt zur Zerstörung Virus-
infizierter Zellen. Antikörper, die an virale Glykoproteine auf der Zelloberfläche infizierter 
Zellen binden, können auch für eine verringerte Expression viraler Gene im Inneren der 
infizierten Zelle verantwortlich sein (Fujinami and Oldstone, 1984). IgA Antikörper in den 
Schleimhäuten blockieren den Viruseintritt, IgG-Antikörper im Serum sollen die virale 
Ausbreitung im Körper verhindern. Die Serum IgG-Antwort ist langlebig und kann über 
mehrere Jahre anhalten, was bei einer Reinfektion zur raschen Virus-Eliminierung führt. 
Im Gegensatz zu Antikörpern, die in erster Linie eine Abwehr gegen freie Viruspartikel 
bilden, erkennen T-Zellen virales Antigen nur in Assoziation mit MHC Molekülen und 
richten somit ihre antivirale Aktivität auf infizierte Zellen. T-Zellen werden in zwei 
Klassen unterteilt: CD4+- und CD8+-T-Zellen. CD4+T-Zellen erkennen mit Hilfe ihres 
Antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptors (TCR) virale Peptide nur in Assoziation mit MHC 
Klasse II-Molekülen, CD8+T-Zellen hingegen erkennen virale Peptide, die an MHC Klasse 
I-Moleküle binden. Alle viralen Proteine sind potentielle Ziele für die T-Zell-Erkennung. 
CD8+T-Zellen werden auch als cytotoxische T-Zellen (CTL) bezeichnet. Sie kontrollieren 
Virusinfektionen primär durch das direkte Abtöten infizierter Zellen (Berke, 1994). Dabei 
verwenden sie zwei verschiedene Mechanismen: 1. Durch die Sekretion von Perforin, 
einem Porenbildner, und Granzymen wird die Plasmamembran der Zielzelle durchlöchert 
und somit durchlässig für Wasser und kleine Ionen. 2. Durch die Hochregulation des Fas-
Liganden (FasL) auf T-Zellen kann dieser an den Fas-Rezeptor auf der Zielzelle binden 
oder diesen quervernetzen, was zur Apoptose in der Fas-positiven Zelle führt (Kagi et al., 
1994). Beide Mechanismen werden erst nach Aktivierung der CD8+T-Zellen durch ein 
geeignetes Antigen initiiert. CD8+T-Zellen kontrollieren auch das Viruswachstum durch 
die Produktion antiviraler Cytokine wie IFN-γ und TNF. Sowohl die Cytokinausschüttung 
als auch die T-zellvermittelte Zerstörung infizierter Zellen sind wichtige Mechanismen bei 
der Bekämpfung viraler Infektionen durch CD8+T-Zellen. Bei cytolytischen Viren (HSV, 
Polio), die ihre Wirtszelle lysieren, wirken jedoch antivirale Cytokine effektiver. Bei nicht-
lytischen Viren ist der Hauptabwehrmechanismus das direkte Abtöten der Zielzelle (Biron, 
1994; Oldstone, 1996). 
CD4+T-Zellen sind notwendig für eine optimale Antikörper- und CD8+-T-Zellantwort. Sie 






(Koszinowski et al., 1991; Biron, 1994; Doherty et al., 1997). Ein Defizit an CD4+T-Zellen 
wirkt sich direkt auf die Kontrolle von Virusinfektionen aus. Wie mit MHC Klasse II- und 
CD4+-defizienten Mäusen (Christensen et al., 1994;Ghiasi et al., 1997) gezeigt werden 
konnte und auch an AIDS-Patienten deutlich wird, steht ein CD4+-Defizit im 
Zusammenhang mit einer erhöhten Anfälligkeit für Virusinfektionen (McMichael et al., 
1997; Perelson et al., 1997). Nach Stimulation der CD4+T-Zellen durch ein Proteinantigen 
können diese sich zu zwei Subklassen mit unterschiedlichen Effektorfunktionen 
entwickeln: T-Helferzellen (Th2-Typ) und T-Entzündungszellen (Th1-Typ). Die Th1-
Zellen produzieren vorwiegend IL-2, TNF und IFN-γ und sind für die Aktivierung von 
Makrophagen verantwortlich. Th2-Zellen setzen IL-4 und IL-5 frei und unterstützen 
dadurch B-Zellen bei der Antikörperproduktion. Im Gegensatz zu parasitären Infektionen, 
die eine starke Polarisierung in der CD4+ T-Zellantwort zeigen, treten bei Virusinfektionen 
sowohl Th2- als auch Th1-Antworten auf (Wasik et al., 1997; Alonso et al., 1997). 
Der Bedarf einer CD4+ T-Zellhilfe für die Induktion einer CD8+ T-Zellantwort ist 
virusabhängig. Das LCMV (Lymphozytärer Choriomeningitis-Virus) gibt einen starken 
Stimulus für die Aktivierung von CD8+T-Zellen und löst eine CD4+-unabhängige CTL-
Antwort aus (Ahmed et al., 1988; Matloubian et al., 1994). Im Gegensatz dazu sind die 
CTL-Antworten gegenüber HSV und Influenza Virus CD4+-abhängig, da sie weniger 
CD8+T-Zellen aktivieren (Viola und Lanzavecchia, 1996; Sebzda et al., 1997). Obwohl 
eine CD4+ T-Zellhilfe nicht immer für die Induktion einer CTL-Antwort benötigt wird, 
sind CD4+T-Zellen jedoch notwendig für die Aufrechterhaltung einer CTL-Antwort 
während chronischer Virusinfektionen (Saha und Wong, 1992; Matloubian et al., 1994; 
Cardin et al., 1996; Rosenberg et al., 1997). 
 
1.2.1 Virale Strategien zur Verhinderung einer Immunantwort 
 
Die vielfältige Immunantwort stellt eine Herausforderung für Viren dar, die innerhalb ihres 
Wirtes für einen gewissen Zeitraum überleben und sich vermehren müssen, um dann auf 
andere anfällige Individuen überzugehen (Gewurz et al., 2001). Im Laufe der Zeit haben 
Viren viele verschiedene Strategien entwickelt, um der Erkennung und Bekämpfung durch 
das Immunsystem zu entgehen. Sie inhibieren die MHC-vermittelte Antigenpräsentation 
und die NK-Zelllyse, beeinflussen die Apoptose und hemmen Cytokine sowie humorale 






- MHC I-restringierte Antigenpräsentation: Verschiedene Herpesviren (EBV, HSV und 
CMV), HIV und Adenoviren hemmen die MHC I-Antigenpräsentation über virale 
Genprodukte. Schon sehr früh greift das EBNA-1 Protein (EBV) in den Prozess der 
Antigenpräsentation ein, indem es die proteasomabhängige Proteindegradation im Cytosol 
inhibiert. Das US6-Protein (HCMV) und das ICP47-Protein (HSV) hemmen TAP und 
verhindern somit den Peptidtransport ins ER (Hill et al., 1995; Fruh et al., 1995; Hengel et 
al., 1996 und 1997; Ahn et al., 1997; Lehner et al., 1997). Das E3-Protein (Adenovirus) 
und das US3-Protein (HCMV) bewirken eine Retention von Klasse I-Molekülen im ER 
(Jones et al., 1996; Mahr und Gooding, 1999). Andere Proteine wie US2, US11 (HCMV) 
und Vpu (HIV) destabilisieren neu synthetisierte MHC Klasse I-Moleküle oder sind für 
ihre vorzeitige Degradation verantwortlich (Wiertz et al., 1996 a und 1996 b; Kerkau et al., 
1997). 
- MHC II-restringierte Antigenpräsentation: Im Gegensatz zur MHC I-Antigenpräsentation 
sind hier nur wenige hemmende Virusproteine bzw. Mechanismen bekannt. Das E1A-
Protein (Adenovirus) und das IE/E Genprodukt (HCMV) verringern die Klasse II-
Expression durch Blockade der IFN-Signal-Transduktionskaskade (Miller et al., 1998 und 
1999; Leonard und Sen, 1997). Das US2-Protein (HCMV) ist für die Degradation der 
HLA-DR und HLA-DM α-Ketten verantwortlich (Wiertz et al., 1996 a; Tomazin et al., 
1999). Bei zwei anderen Proteinen, dem E5-Protein (HPV) und dem Nef-Protein (HIV), 
wird eine Beeinflussung der MHC Klasse II-Prozessierung durch Ansäuerung der 
endosomalen Vesikel vermutet (Andresson et al., 1995; Piguet et al., 1999). 
- NK-Zelllyse: Virus-infizierte Zellen deren Oberflächen-Klasse I-Expression verringert 
ist, werden normalerweise von NK-Zellen lysiert. Daher sind einige Viren in der Lage 
MHC Klasse I-Homologe (UL18-Protein: HCMV, m144-Protein: MCMV) zu produzieren, 
die an die Oberfläche infizierter Zellen gelangen und somit die Zelllyse durch NK-Zellen 
verhindern (Beck und Barrell, 1988; Farrell et al., 1997). 
- Apoptose: Cytotoxische T- und NK-Zellen können Apoptose durch die Sekretion 
cytotoxischer Cytokine wie TNF oder über die Interaktion zwischen FasL und Fas-
Rezeptor auf der Zielzelle induzieren. Adenoviren codieren für eine Reihe von Proteinen, 
die die Internalisierung des Fas-Rezeptors und dessen lysosomale Degradation forcieren 
(Shisler et al., 1997; Elsing und Burgert, 1998; Tollefson, 1998). Das Kuhpockenvirus 
sekretiert TNF-Homologe (CrmB, CrmC, CrmD), die TNF auf unterschiedliche Weise 
neutralisieren (Hu et al., 1994; Smith et al., 1996; Loparev et al., 1998). Caspasen stellen 






IAP der Baculoviren inhibieren verschiedene Caspasen (Miller, 1997; Devereaux und 
Reed, 1999). Viele Viren hemmen auch Bcl-2, eine Proteinfamilie die für die Regulation 
der Apoptose verantwortlich ist. Einige Herpesviren (EBV, HHV-8) bilden z.B. Bcl-2-
Homologe oder unterdrücken die Expression von zellulärem Bcl-2 (Henderson et al., 1991 
und 1997; Cheng et al., 1997). Adenoviren und SV40 beeinflussen den Zellzyklus. Sie 
hemmen die Apoptose über Inaktivierung oder Degradation von p53, einem Protein, das 
die Zellvermehrung kontrolliert (Yew und Berk, 1992; Mietz et al., 1992; Scheffner et al., 
1993; Moore et al., 1996). 
- Cytokinaktivität: Um dem Angriff durch antivirale Cytokine zu entgehen, hemmen viele 
Viren die Cytokinsynthese, inaktivieren Cytokine, blockieren den Cytokinrezeptor der 
Wirtszelle oder produzieren Cytokin-Homologe. Betroffen sind vor allem die Cytokine 
TNF, IFN-α,-β,-γ und IL-12. Einige Herpesviren (EBV, HHV-8 und HSV) und 
Adenoviren hemmen auf verschiedenste Weise die Wirkung der Interferone (Aman und 
von Gabain, 1990; Leonard und Sen, 1997; He et al., 1997; Burysek et al., 1999). Das 
Masern Virus inhibiert über Hämagglutinin die IL-12 Produktion (Karp et al., 1996). EBV 
synthetisiert ein IL-10-Homolog (BCRF1-Protein), das antagonistisch zu einer Th1-
Antwort wirkt (Liu et al., 1997). Vaccinia- und Kuhpocken-Viren sekretieren Homologe 
des IFN-γ-Rezeptors (Alcami und Smith, 1995). 
- Humorale Immunantwort: Da auch die Immunglobuline und das Komplementsystem zur 
Bekämpfung einer Virusinfektion beitragen, sind sie auch Angriffspunkte von Viren. 
Phagozytierende und cytotoxische Zellen erkennen über ihren Fc-Rezeptor 
Immunglobuline, die an Viren oder Virus-infizierte Zellen gebunden sind. Das 
Komplementsystem kann Antikörper/Virus-Komplexe direkt angreifen. Es gibt einige 
Viren (HSV, EBV, Vaccinia Virus, Pocken Virus) die durch Produktion viraler Homologe 
einzelne Komponenten des Komplementsystems inaktivieren (Mold et al., 1988; Kotwal et 
al., 1990; Kostavasili et al., 1997; Lalani et al., 1999). Vor allem Herpesviren (HSV, 
HCMV, VZV) produzieren Homolge zum Fc-Rezeptor, die in der äußeren Membran von 
Viren oder infizierten Zellen lokalisiert sind und durch die Bindung von IgG antigene 
Strukturen verdecken (Johnson et al., 1988; Litwin et al., 1992; MacCormac und Grundy, 
1996; Lubinski et al., 1998). 
Es sind hier nicht alle viralen Genprodukte aufgelistet, die einen direkten Einfluss auf die 
Immunantwort ausüben. Es wird jedoch deutlich, dass viele verschiedene Virenfamilien 
das Immunsystem mit ähnlichen Strategien überlisten. Neben der Produktion viraler 






Expression ihrer viralen Genprodukte heruntergeschaltet ist und sie somit der Erkennung 
durch Antikörper entgehen. Das latente Virus kann durch exogene oder endogene Faktoren 
stimuliert werden und geht dann wieder in eine lytische Phase über, die mit der Produktion 
und Freisetzung neuer infektiöser Viruspartikel einhergeht. Einige Viren sind sogar in der 
Lage die immunkompetenten B- und T-Zellen (z.B. HIV, EBV) zu infizieren. Andere 
infizieren Regionen innerhalb des Wirtes, die nur schlecht durch das Immunsystem 
überwacht werden, wie z. B. die Neurone (HSV) (Lorenzo et al., 2001). 
 
1.3 HSV und das Immunsystem 
 
Die Herpesviridae sind eine große Familie von Viren, die alle Arten von Vertebraten 
infizieren können. Alle Herpesviren haben eine ähnliche morphologische Struktur, besitzen 
ein großes lineares doppelsträngiges DNA Genom (>100kb) und die Fähigkeit zur Latenz 
(Subak-Sharpe und Dargan, 1998). Im Laufe der Zeit haben Herpesviren eine Reihe 
verschiedenster Gene aus dem Genom ihres Wirtes, wahrscheinlich über nicht-homologe 
Rekombination, übernommen (Sharp, 2002). 
Zu den humanen Herpesviren gehören 8 verschiedene Virusgruppen (Herpes Simplex 
Virus Typ1 und Typ2, humanes Cytomegalievirus, Varizella-Zoster-Virus, Epstein-Barr-
Virus, humanes Herpes Virus 6 und 7, das Kaposi-Sarkom begleitende humane 
Herpesvirus 8), die allesamt pathogen sind und eine wichtige Rolle in der öffentlichen 
Gesundheit spielen. (Boehmer und Lehman, 1997). 
HSV-1 ist das am häufigsten untersuchte Virus. Das Virion besteht aus einem 
ikosaedrischen Kapsid (Core), das das virale Genom beherbergt, dem Tegument, das das 
Kapsid umschließt und einer äußeren Membranhülle (envelope) aus Lipiden, die an der 
Oberfläche mit Proteinen gespickt ist. Bei einer HSV-Infektion muss sich das Virus an die 
Zellmembran der Wirtszelle anheften und diese durchdringen. Hierbei fusioniert die virale 
Hülle mit der Zellmembran und die Capsid-Tegument Struktur gelangt ins Cytoplasma und 
anschließend zum Zellkern, wo die virale DNA in den Zellkern freigesetzt wird. Die 
normale zelluläre DNA- und Proteinsynthese wird herunterreguliert, sobald die 
Virusreplikation beginnt. Das 152 kbp große DNA-Molekül kodiert ca. 75 Proteine, von 
denen 30 % essentiell für die Virusvermehrung sind. Die viralen Proteine werden 
entsprechend der drei Kategorien der HSV-Gene (α, β und γ-Gene) als α, β und γ-Proteine 
bezeichnet und zwischen 2-4, 5-7 und 15-18 Stunden nach der Infektion exprimiert. Die 






Proteine. Die β-Proteine beinhalten Enzyme, die für die Virusreplikation notwendig sind. 
Zum Schluss werden die viralen Strukturproteine (γ-Proteine) gebildet (Lehman und 
Boehmer, 1999). 
Das klinische Bild einer HSV-Infektion ist die Bläschenbildung auf der Haut und den 
Schleimhäuten. Die akute Virusvermehrung findet in vivo in den Epithelzellen des Nasen-
Rachen-Raumes, der Augen und Genitalien statt. Nach der Primärinfektion kann HSV 
lebenslang in den Spinalganglien des Rückenmarks und in den Ganglien des zentralen 
Nervensystems des Wirtes latent persistieren, ohne neue Viruspartikel zu produzieren. 
Durch exogene und endogene Faktoren wie hormonelle, psychische, Stress bedingte, 
traumatische, chemische und physikalische Einflüsse kann das Virus reaktiviert werden. 
Das reaktivierte Virus gelangt von den Ganglien durch die Neuronen bis zu den Zielzellen 
des primären Infektionsherdes und verbreitet sich dort von Zelle zu Zelle (Whitney, 1990; 
Gorbach et al., 1992; Becker und Darai, 1994). 
HSV ist weltweit verbreitet und kommt unter natürlichen Bedingungen nur beim 
Menschen vor. In vitro zeigt das Virus einen sehr breiten Wirtsbereich und kann neben 
Affen auch Nager infizieren. Es sind zwei Serotypen bekannt: HSV Typ1 und HSV Typ2. 
Typ1 (HSV-1) infiziert hauptsächlich Zellen der Mundregion. Die Primärinfektion mit 
HSV-1 erfolgt vorwiegend im Säuglings- und Kindesalter durch Tröpfchen- oder 
Kontaktinfektion und verläuft in über 90% der Fälle asymptomatisch. Die 
Durchseuchungsrate beträgt im Erwachsenenalter über 90%. In seltenen Fällen kann sich 
eine HSV-1 Infektion auch im Gehirn ausbreiten und dort zu einer Herpesenzephalitis 
führen, die unbehandelt zum Tode führen kann. HSV Typ2 (HSV-2) ist dagegen 
überwiegend auf die Genitalregion beschränkt. Die Durchseuchungsrate liegt deutlich 
unter der von HSV-1. Während der Geburt kann HSV-2 von der Mutter auf das 
Neugeborene übertragen werden (Herpes neonatorum), was unbehandelt fast immer tödlich 
verläuft. Auch dieses schwere Krankheitsbild tritt jedoch nur selten auf (Whitney, 1990; 
Gorbach et al., 1992). 
 
Immunantwort gegen HSV: 
Um die Komplexität des Virus-Wirt-Verhältnisses genauer ergründen zu können, sind 
Tiermodelle sehr hilfreich. Mit HSV-infizierten Mäusen konnten verschiedene 
Mechanismen der Immunantwort aufgedeckt werden (Nash, 2000). Zu Beginn einer HSV-
Infektion treten antivirale Interferone sowie NK-Zellen auf, die eine Ausbreitung des Virus 






2000). In der adaptiven Immunantwort sind vor allem T-Zellen zur Bekämpfung einer 
Primärinfektion notwendig. Sowohl CD8+cytotoxische T-Zellen als auch CD4+T-
Helferzellen tragen zur Zerstörung Virus-infizierter Zellen bei (Bonneau und Jennings, 
1989; Cose et al., 1997; Jones et al., 2000). Nach HSV-Infektionen tritt sowohl beim 
Menschen als auch in der Maus eine Subpopulation von cytotoxischen CD4+T-Zellen auf, 
die direkt an der Zerstörung Virus-infizierter Zellen beteiligt sind (Schmid, 1988; Torpey 
et al., 1989; Yasukawa et al., 1989; Kolaitis et al.,1990). Epidermale Keratinozyten die vor 
einer HSV-Infektion mit IFN-γ behandelt wurden und dadurch vermehrt HLA-DR und 
nach Infektion auch MHC Klasse I-Moleküle exprimieren, sind anfälliger für cytotoxische 
CD4+- und CD8+ T-Zellen (Mikloska et al., 1996). CD4+Th1-Zellen locken durch die 
Freisetzung von IFN-γ Makrophagen zum Infektionsort und aktivieren diese (Preston, 
2000). Makrophagen wiederum begrenzen die HSV-Infektion unter anderem durch 
Freisetzung antiviraler Cytokine wie TNF-α (Kodukula et al., 1999). CD4+Th2-Zellen sind 
wichtig für die Aktivierung von B-Zellen zur Produktion neutralisierender Antikörper. B-
Zellen und Makrophagen fungieren außerdem als antigenpräsentierende Zellen (Deshpande 
et al., 2000). 
Sowohl MHC I- als auch MHC II-Antworten sind bei der Bekämpfung einer HSV-
Infektion notwendig. Mit HSV-1 geimpften, Klasse I bzw. Klasse II knock-out-Mäusen 
konnte gezeigt werden, dass eine MHC II-Antwort die Mäuse vor einem tödlichen Verlauf 
der Infektion schützten kann, was auf die Produktion neutralisierender Antikörper 
zurückzuführen ist (Ghiasi et al.,1997). Sobald eine Infektion der Epithelzellen 
stattgefunden hat, sind neutralisierende Antikörper uneffektiv. Wandert das Virus jedoch 
nach Reaktivierung von einem Kompartiment zum anderen, z.B. von einer 
Nervenendigung zu Epithelzellen oder umgekehrt, dann wird es für neutralisierende 
Antikörper angreifbar (Simmons and Nash, 1985; Nash, 2000). Die meisten antigenen 
Determinanten, die neutralisierende Antikörper erkennen, sind in den Glykoproteinen der 
Virushülle lokalisiert. 
HSV-1 kann sowohl in Neuronen persistieren als auch in Hornhautepithel, Lymphozyten 
und Makrophagen (Levine et al., 1980; Kulesar et al., 1990; Openshaw et al., 1995; Bustos 
und Gómez, 1999). Bei einer Primärinfektion des Nervensystems wurde eine stärkere 
CD8+-Antwort gegen infizierte Ganglienzellen beobachtet (Simmons und Tscharke, 1992). 
Nach Bekämpfung der akuten Infektion verweilen CD4+- und CD8+ T-Zellen für längere 






Shimeld et al., 1999). Der genaue Mechanismus ist noch nicht bekannt, aber 
wahrscheinlich sind eher Cytokine wie IFN-γ, TNF-α und IL-6 für eine unterdrückte 
Reaktivierung verantwortlich als cytolytische Mechanismen (Shimeld et al., 1999). Im 
Gegensatz zum Menschen treten bei HSV-infizierten Mäusen selten Reaktivierungen auf, 
was auf die effektive T-Zellantwort in Umgebung der latent infizierten Ganglien 
zurückzuführen ist (Nash, 2000). 
 
HSV-Strategien: 
Latenz ist die beste Strategie, um der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen und 
für unbestimmte Zeit in einem Wirt zu persistieren. Durch die Infektion des 
Nervensystems, wo natürlicherweise eine verminderte Immunantwort aufgrund einer 
geringeren MHC Klasse I-Expression vorliegt, verschafft sich HSV einen weiteren Vorteil. 
HSV ist in der Lage, die aktiven Zellen der Immunantwort (T-Zellen, B-Zellen, 
Dendritische Zellen (DCs) und Makrophagen) zu infizieren um diese direkt anzugreifen 
oder sich mit deren Hilfe im Körper auszubreiten. Menschliche T-Zellen exprimieren einen 
HVEM-Rezeptor (herpesvirus entry mediator), über den das Virus in die Zelle gelangen 
kann (Montgomery et al., 1996). Die HSV-1 Infektion aktivierter T-Zellen führt zu deren 
Apoptose (Ito et al., 1997; Raftery et al., 1999). Auch humane B-Zelltumoren besitzen den 
HVEM-Rezeptor und sind mit HSV infizierbar. HSV-infizierte lymphoblastoide B-Zellen 
können CD4+T-Zellen nicht mehr aktivieren und hemmen deren Cytokinproduktion (Eling 
et al., 2000; Barcy und Corey, 2001). HSV-infizierte DCs sind in ihrer Reifung und 
Cytokinproduktion gehemmt und verlieren dadurch ihre Fähigkeit T-Zellen zu stimulieren 
(Salio et al., 1999; Kruse et al., 2000). 
Einige virale Proteine, über die HSV-1 die Immunantwort auf verschiedenste Weise 
manipulieren kann, sind inzwischen identifiziert: In HSV-infizierten Hautzellen ist der 
Transport von Klasse I-Molekülen zur Zelloberfläche gehemmt, was möglicherweise ein 
Effekt des viralen UL41 Genproduktes ist (Hill et al., 1994). Das HSV-Protein ICP47 
bindet an TAP und verhindert dadurch die Translokation von Peptiden aus dem 
Cytoplasma ins ER. Nicht beladene MHC I-Moleküle verbleiben im ER, wodurch die 
CD8+T-Zellantwort blockiert wird. (Ahn et al., 1996; Schust et al., 1996; Galocha et al., 
1997; Goldsmith et al., 1998). 
Das virale Glykoprotein gC in der Virushülle schützt vor Neutralisierung durch das 
Komplementsystem (McNearney et al., 1987; Friedman et al., 1996 und 2000; Kostavasili 






Die viralen Glykoproteine gE und gI, ebenfalls in der Virushülle lokalisiert, stellen 
FcRezeptor-Homologe dar, die mit hoher Affinität IgG binden. In in vitro Studien konnte 
gezeigt werden, dass IgG-Aggregate, die an FcR-Homologe auf HSV-infizierten Zellen 
binden, diese Zellen vor einer Zelllyse durch Lymphozyten und das Komplementsystem 
sowie vor ADCC schützen (Frank und Friedman, 1989; Dubin et al., 1991; Van Vliet et al., 
1992; Atherton et al., 2000). 
Die HSV-1 Proteinkinase US3 schützt infizierte Zellen vor Apoptose (Leopardi et al., 
1997). 
Mit dem γ1 34.5-Protein hemmt HSV-1 die IFN-induzierte Proteinsynthese, wodurch deren 
antivirale Wirkung nicht zum Tragen kommt (He et al., 1997). 
 
1.3.1 HSV-1 Glykoprotein B (gB) 
 
HSV-1 besitzt 11 Glykoproteine (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL und gM) in seiner 
Virushülle, deren Funktion teilweise bekannt ist. Wie bereits erwähnt, sind gC, gE und gI 
Virusproteine, die die Immunantwort des Wirtes manipulieren können. Während alle 
Glykoproteine zur Virusinfektiösität und Virusverbreitung beitragen, sind gB, gD, gH und 
gL für die Virusreplikation essentiell (Cai et al., 1988a; Desai et al., 1988; Ligas und 
Johnson, 1988; Fuller und Lee, 1992; Hutchinson et al., 1992; Roop et al., 1993; Laquerre 
et al., 1998). HSV-1 kann ein breites Spektrum von Zellen infizieren. Die Infektion selbst 
ist jedoch eine komplexe Interaktion zwischen Glykoproteinen der Virushülle und 
Glykosaminoglykanen (GAGs) sowie Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Nach Anheftung 
des Virus an eine geeignete Zellmembran erfolgt die Fusion der Virushülle mit der 
Zellmembran, gefolgt vom Eintritt des Nukleokapsids in das Cytoplasma. 
HSV-1 bindet über seine Hüllproteine gC und gB an GAGs auf der Zelloberfläche. Das 
Virus interagiert am häufigsten mit den GAGs Heparansulfat und Chondroitinsulfat 
(WuDunn und Spear, 1989; Spear et al., 1992). gC- und gB-defiziente Virusmutanten 
zeigen eine schwächere Bindung zur Zelloberfläche (Herold et al., 1991 und 1994). GAG-
defiziente Zellen binden HSV-1 schwächer, können aber trotzdem infiziert werden 
(Gruenheid et al., 1993). 
Für den Viruseintritt ist zusätzlich die Bindung an einen Zellrezeptor notwendig. Auf 
humanen Zellen wurden bisher 3 Rezeptorfamilien identifiziert: 1. HveA (herpesvirus 
entry mediator A = HVEM) ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie und wird nur auf 






al., 1996; Eling et al., 2000). 2. Rezeptoren der Nectin-Familie werden auf vielen humanen 
Zellen exprimiert und vor allem in Geweben, die bekannterweise durch HSV-1 infiziert 
werden (Mendelsohn et al., 1989; Geraghty et al., 1998; Cocchi et al., 1998). 3. Zu 3-O-
Sulfat-Heparansulfat modifizierte GAGs dienen als Eintrittsrezeptor für HSV-1 (Shukla et 
al., 1999). Das HSV-1 Virus kann nur über gD an alle drei Rezeptorfamilien binden 
(Krummenacher et al., 1998; Geraghty et al., 2000; Campadelli-Fiume et al., 2000; Pertel 
et al., 2001). 
Die Fusion der Virushülle mit der Zellmembran ist pH-unabhängig (Wittels und Spear, 
1991) und wird durch gD, gB und das Heterodimer gH/gL induziert. Die vier 
Glykoproteine sind an der Bildung eines „Fusionsapparates“ beteiligt, der zu einer 
Membranverschmelzung in transfizierten COS-Zellen führt und somit auch an der 
Ausbreitung von Zelle zu Zelle mitwirkt (Turner et al., 1998; Rodger et al., 2001; Browne 
et al., 2001). Virusmutanten, denen eines dieser 4 Glykoproteine fehlt, können Zellen nicht 
infizieren (Cai et al., 1988a; Ligas und Johnson, 1988; Forrester et al., 1992; Roop et al., 
1993). Monoklonale Antikörper gegen die 4 Glykoproteine gB, gD, gH und gL blockieren 
eine HSV-1 Infektion (Pereira et al., 1980; Para et al., 1985; Navarro et al., 1992; Peng et 
al., 1998). 
Das Glykoprotein B übernimmt bei einer HSV-1 Infektion wichtige Funktionen. Neben der 
Fähigkeit zur Adsorption an GAGs auf der Zelloberfläche, ist es an der Fusion von 
Virushülle und Zellmembran sowie dem Viruseintritt beteiligt. gB wird an der Oberfläche 
infizierter Zellen exprimiert und kann dadurch die Virusausbreitung von Zelle zu Zelle 
beeinflussen (Cai et al., 1988a; Herold et al., 1994; Laquerre et al., 1998). 
Unter den von Herpesviren kodierten Glykoproteinen ist gB am stärksten konserviert. Das 
HSV-1 gB-Gen (UL27) ist in 3’–5’-Orientierung auf dem HSV-1 Genom lokalisiert 
(McGeoch et al., 1988). Von Bzik et al., (1984) und Pellett et al., (1985) wurde für das 
HSV-1 gB aus dem Stamm KOS und Stamm F eine Sekundärstruktur postuliert: Danach 
ist gB ein Typ I-Transmembranprotein, das nach Abspaltung einer N-terminalen 
Signalsequenz von 29 oder 30 aa (je nach HSV-1 Stamm) noch eine Länge von 874 aa 
aufweist. Die extracytoplasmatische Domäne ist 696 aa lang und enthält 6 N-
Glykosylierungsstellen und 10 Cysteinreste. Die hydrophobe Transmembrandomäne 
durchzieht mehrfach die Membran und wird aus 69 aa gebildet. Die cytoplasmatische 
Domäne hat eine Länge von 109 aa. Das vollständig glykosylierte gB hat ein 






aus (Claesson-Welsh und Spear, 1986; Ali, 1990; Highlander et al., 1991). Das noch nicht 
glykosylierte gB assoziiert im ER mit Calnexin (Yamashita et al., 1996). 
Innerhalb von HSV-1 gB wurden mehrere funktionelle Bereiche identifiziert: Die 
Transmembranregion enthält neben dem Membranverankerungssignal (Cai et al., 1988b) 
ein Lokalisationssignal für die nukleäre Kernmembran, da das Herpesvirus seine Hülle 
durch Knospung von der inneren Kernmembran erhält (Darlington und Moss, 1968; 
Gilbert et al., 1994). Die cytoplasmatische Domäne spielt eine Rolle bei der Fusion 
infizierter Zellen (Syncytium-Bildung), was durch Syn- und Deletions-Mutanten gezeigt 
werden konnte (Bond et al., 1982; Gage et al., 1993; Foster et al., 2001). Ein einzelner 
Aminosäureaustausch in diesem Bereich kann bereits für einen Syn-Phänotyp 
verantwortlich sein. Weiterhin beeinflussen einzelne Aminosäuren im Carboxyterminus 
und der Ektodomäne von gB (aa 851 bzw. aa 553) die Viruseintrittsrate von HSV-1 (Bzik 
et al., 1984). In der extracytoplasmatischen Domäne (Ektodomäne) ist der an die 
Transmembranregion angrenzende Bereich (aa 596–711) für die Oligomerisierung 
essentiell (Cai et al., 1988b; Ali et al., 1990; Qadri et al., 1991; Laquerre et al., 1996). Mit 
Hilfe von neutralisierenden Antikörpern und neutralisationsresistenten Virusmutanten 
(mAbr-Mutanten) konnten noch 3 weitere funktionelle Bereiche in der externen gB-
Domäne lokalisiert werden, die sowohl für die Virusfusion mit der Zellmembran und den 
Viruseintritt als auch für die Ausbreitung von Zelle zu Zelle und die Syncytium-Bildung 
verantwortlich sind (Highlander et al., 1988 und 1989; Pereira et al., 1989; Qadri et al., 
1991). Hierbei handelt es sich um die N-terminale Domäne D1, die Domäne D2 im 
Zentrum der extracytoplasmatischen Region und die Domäne D5a, die an die 
Transmembranregion angrenzt.  
 
Immunantwort gegen HSV-1 gB: 
Die Glykoproteine von HSV-1 bieten aufgrund ihrer Exposition auf der Virushülle und der 
Zellmembranoberfläche wichtige Angriffspunkte für das Immunsystem. HSV-1 
Infektionen induzieren sowohl gB-spezifische humorale Immunantworten als auch T-
Zellantworten. Obwohl viele cytotoxische CD8+T-Zellantworten gegen früh exprimierte 
HSV-Proteine gerichtet sind (Martin et al., 1988), ist das spät exprimierte Strukturprotein 
gB in einigen Maus-Haplotypen Angriffsziel von cytotoxischen T-Zellen. H-2d-
restringierte CTLs aus BALB/c-Mäusen erkennen ein gB-Epitop zwischen den aa 233-379 
(Witmer et al., 1990; Hanke et al., 1991). In C57BL/6-Mäusen sind 70-90 % aller CD8+ 






In HSV-1 infizierten epidermalen Keratinozyten mit einer starken HLA-DR Expression 
sind neben gB auch noch gC und gD Hauptangriffsziele für CD4+cytotoxische T-Zellen 
(Mikloska und Cunningham, 1998). 
Eine starke Immunantwort gegen HSV-1 wird durch neutralisierende Antikörper erreicht, 
die gegen Determinanten einiger viraler Glykoproteine gerichtet sind. Gegen das 
multifunktionelle gB wurden bereits einige Antikörper entdeckt, die für eine 
Virusneutralisierung und ADCC verantwortlich sind (Sanchez-Pescador et al., 1992 und 
1993). Die Antikörper erkennen Epitope innerhalb der funktionalen Regionen von gB (D1, 
D2 und D5a) und können somit auch die verschiedenen Funktionen von gB hemmen 
(Pereira et al., 1989; Qadri et al., 1991; Navarro et al., 1992). Während gB und gD einen 
hohen Titer an neutralisierenden Antikörpern induzieren, finden sich gegen gG und gH 
keine neutralisierenden Antikörper (Blacklaws et al., 1990). 
Viele HSV-1 Glykoproteine induzieren in Mäusen eine protektive Immunantwort und 
schützen sie somit vor einem tödlichen HSV-1 Verlauf (Bystrická et al., 1997). Immunität 
kann durch Immunisierung der Mäuse mit gB Plasmid-DNA oder rekombinanten gB-
exprimierenden Viren erreicht werden (Cantin et al., 1987; Ghiasi et al., 1992; Manickan et 
al., 1995). Auch das deglykosylierte gB ist in der Lage, Mäuse vor einem tödlichen HSV-1 
Verlauf zu schützen und ist damit genauso effektiv in der Induktion von T-Zellantworten 






1.4 Zielsetzung der Arbeit 
 
Der Bereich der Invarianten Kette (Ii), der für die Assoziation mit MHC Klasse II-
Molekülen notwendig ist, wurde in einer früheren Arbeit identifiziert und charakterisiert 
(Freisewinkel, 1995). Die MHC Klasse II-Bindungsstelle besitzt eine spezifisch in die 
MHC Klasse II-Grube bindende Region, deren Bindung durch flankierende Bereiche 
stabilisiert wird (Stumptner et al. 1997; Thayer et al. 1999). Der N-terminale flankierende 
Bereich ist für eine promiskuitive Bindung an verschiedene MHC II-Allotypen 
verantwortlich (Siebenkotten et al. 1998). Mit Hilfe der Datenbankrecherche konnte eine 
zur promiskuitiven Bindungsstelle identische Sequenz mit einem darauffolgenden 
Bindungsmotiv für Klasse II-Moleküle innerhalb des viralen Glykoprotein B (gB) vom 
Herpes simplex virus Typ1 (HSV-1) gefunden werden. In dieser Arbeit sollte die 
Bedeutung dieser Sequenz für das gB ermittelt werden. Kann das HSV-1 Hüllprotein, das 
für die HSV-Infektion von Zellen und die Virusausbreitung von Zelle zu Zelle 
verantwortlich ist, über diese potentielle Bindungsstelle mit MHC Klasse II-Molekülen 
assoziieren? Und wenn ja, welchen Vorteil verschafft sich das Virus dadurch? Es ist 
bekannt, dass HSV-1 über verschiedene Mechanismen verfügt, um der Erkennung durch 
das Immunsystem zu entgehen. Hierbei konzentriert es sich, wie viele andere Viren auch, 
auf die Unterdrückung einer CD8+ T-Zellantwort durch eine verminderte MHC Klasse I-
Expression. Da aber zur Kontrolle einer HSV-1 Infektion die CD4+T-Zellen ebenso 
wichtig sind, könnte über die Assoziation mit MHC Klasse II-Molekülen die CD4+T-
Zellantwort beeinflusst werden. 
Es sollte untersucht werden, ob diese Region innerhalb des gBs einer typischen Klasse II-
Bindungsstelle, wie die der Ii entspricht, und ob sie die einzige an Klasse II-Moleküle 
bindende Region ist. Ferner sollte getestet werden, ob die potentielle Bindungsregion auch 
Peptid-Bindungseigenschaften für Klasse II-Moleküle besitzt und somit als ein mögliches 
Epitop in Frage kommt, das auf der Oberfläche HSV-infizierter Zellen durch MHC Klasse 
II-Moleküle präsentiert werden kann? Weiterhin sollte geklärt werden, ob die Assoziation 
zwischen gB und Klasse II zu einer Retention von Klasse II-Molekülen im ER oder 
anderen Kompartimente innerhalb der Zelle führt und dadurch die Oberflächenexpression 
von Klasse II-Molekülen und somit eine CD4+ T-Zellantwort unterdrückt? Eine weitere 
Möglichkeit die CD4+ T-Zellantwort zu beeinflussen, ist die Generierung eines 
veränderten Pools antigener Peptide. Dies kann durch die Beeinflussung der Stabilität eines 






Milieuänderungen in Prozessierungskompartimenten erreicht werden. Es stellt sich also die 
Frage, ob gB durch die Assoziation mit Klasse II-Molekülen in seiner Stabilität beeinflusst 
wird oder in andere Kompartimente transportiert wird. Wenn gB ebenso wie die Ii mit 
Klasse II-Molekülen assoziiert, können sie auch um die Bindung an MHC Klasse II-
Moleküle konkurrieren. Kann gB die Funktion der Ii übernehmen und somit die Ii-
abhängige Antigenpräsentation beeinflussen? 
Wenn auf all diese Fragen Antworten gefunden werden, kann möglicherweise ein neuer 
Fluchtmechanismus aufgedeckt werden, über den HSV der Erkennung durch das 
Immunsystem entgehen kann. 





2. Material und Methoden 
 
Die verwendeten Chemikalien waren in der Regel von pro analysis Qualität. Soweit nicht 
gesondert gekennzeichnet, wurden sie von den Firmen ICN (Dortmund), Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), BioRad (München) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
bezogen. 
 
2.1 Molekularbiologische Methoden 
 
2.1.1 Präparation von Plasmid-DNA 
 
- Schnellpräparation kleiner Plasmidmengen 
Eine 1,5 ml Übernachtkultur einer Bakterieneinzelkolonie wurde für 10 sec bei 13000 
Upm abzentrifugiert. Zur Lyse und Denaturierung wurde das Pellet in 300 µl einer frisch 
angesetzten TENS-Lösung (0,1 N NaOH, 0,5 % SDS in TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM 
EDTA, pH 7,9)) resuspendiert. Nach Zugabe von 150 µl einer 3 M Na-Acetatlösung (pH 
5,2) konnten die ausgefallenen Proteine, Zelltrümmer sowie die Bakterien-DNA durch 
Zentrifugation für 2 min bei 13000 Upm von der kleineren Plasmid-DNA getrennt werden. 
Die im Überstand enthaltene Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 900 µl kaltem 
Ethanol abs. gefällt und anschließend erneut für 2 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Das 
DNA-Pellet wurde dann mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20-40 µl 
TE/RNase A (20 µg RNase/ml TE) aufgenommen. 
Für Sequenzanalysen wurden saubere Schnellpräparationen mit Hilfe des BioRad 
„Miniprep-Kits“ nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die Elution der DNA 
erfolgte in 10 mM Tris/HCl (pH 7,5). 
- Präparation großer Plasmidmengen 
Zur Isolierung großer Mengen an Plasmid-DNA wurden QIAGEN (Hilden) „Midi- bzw. 
Maxi-Kits“ nach Herstelleranleitung verwendet. Die DNA wurde anschließend in 10 mM 
Tris/HCl resuspendiert. 
 
2.1.2 Präparation viraler DNA  
 
Die virushaltigen Zell-Überstände der in dieser Arbeit verwendeten HSV-1 Stämme 
ANGpath, 17 und KOS wurden freundlicherweise von Frau Dr. Eis-Hübinger (Virologie, 





Uniklinik Bonn) zur Verfügung gestellt. Die Aufreinigung der viralen DNA erfolgte mit 
Hilfe des DNeasyTM tissue-kit von QIAGEN entsprechend der Herstelleranleitung. 
Die Glykoprotein B-Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten HSV-1 Stämme finden 
sich im Anhang. Nähere Angaben sind in der Gendatenbank enthalten: 
KOS accession number K01760; ANGpath accession number U49121; Stamm 17 
accession number D10879 
 
2.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten 
 
Für die Elution der DNA-Fragmente aus TAE-Agarosegelen (40 mM Tris, 10 mM NaAc, 
1 mM EDTA, pH 7,8) wurden im Laufe dieser Arbeit zwei verschiedene Kits verwendet: 
- Elution der DNA mit dem QIAEX DNA gel extraction kit von QIAGEN 
Das Prinzip dieser Methode ist die Bindung der DNA an Silicagelpartikel. Die Elution der 
DNA erfolgte in 10 mM Tris/HCl. 
- Elution der DNA mit dem GENECLEANTM Kit von MoBio Lab. (USA) 
Hierbei wird die DNA unter hohen Salzkonzentrationen an eine Glasmilchsuspension 
gebunden und anschließend mit H2O oder 10 mM Tris/HCl eluiert. 
 
2.1.4 Modifikation von DNA-Fragmenten 
 
- Restriktionsverdau von DNA 
Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen NEB (USA), MBI Fermentas (St. Leon-
Rot), Eurogentec (Belgien) und Roche Diagnostik (Mannheim) bezogen und entsprechend 
den Herstellerangaben eingesetzt. Nähere Angaben über die Klonierungsstrategien der 
einzelnen DNA-Konstrukte finden sich in den Abschnitten 2.1.5 bzw. 2.1.6 sowie in den 
entsprechenden Ergebnisteilen. 
- Ligation 
Die Ligation doppelsträngiger DNA-Moleküle erfolgte durch die T4-DNA-Ligase von 
NEB. 10-20 ng geschnittenen Vektors wurden mit einem 5-10 fachen molaren Überschuss 
des zu inserierenden Fragments versetzt und 1-2 h bei RT oder ü.N. bei 16 °C inkubiert. 
Bei der Oligonukleotidklonierung wurden für die Ligation zwischen 100-300 pmol der 
jeweiligen Einzelstrang-DNAs eingesetzt. 
- Dephosphorylierung der 5’-Enden linearer DNA 
Um die Wahrscheinlichkeit der Religation eines linearisierten Vektors zu verringern und 
die Effizienz der gewünschten Insertion einer Fremd-DNA zu erhöhen, wurde die 





endständige 5’-Phosphatgruppe des linearisierten Vektors entfernt. Hierzu wurden 100-200 
ng DNA mit 1 U alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostik) für 15 min bei 37 °C 
inkubiert. Das Enzym konnte anschließend durch Hitzedenaturierung inaktiviert werden. 
- Phosphorylierung der 5’-Enden von Oligonukleotiden 
Für die Klonierung von Oligonukleotiden mit nicht phosphorylierten 5’-Enden in 
dephosphorylierte Vektoren wurde unter Verwendung der T4-Polynukleotidkinase (MBI 
Fermentas) die γ-Phosphatgruppe von ATP auf die freien 5’-Hydroxylgruppen der 
Oligonukleotide übertragen. Die Reaktion erfolgte nach Herstelleranleitung in den 
mitgelieferten Puffern. 
 
2.1.5 Klonierung von Oligonukleotiden 
 
Für die Konstruktion der Ii-Mutanten sowie der chimären Ii/gB-Konstrukte wurde mit 
Oligonukleotidklonierung gearbeitet. Das hierbei verwendete Ausgangskonstrukt Ii∆81-
127aa (Mutante der genomischen Maus-Ii mit einer Deletion der bp 4717-5733; Schenk 
1991) besitzt drei HindIII-Schnittstellen. Deshalb wurde ein SacII/KpnI-Fragment dieser 
Ii-Mutanten mit der für die nachfolgende Oligoinsertion wichtigen HindIII-Schnittstelle in 
den Zwischenvektor pGEM-7(+) (Promega, Heidelberg) subkloniert. 
Für die Klonierung doppelsträngiger Oligonukleotide wurden jeweils zwei Einzelstrang-
DNAs von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg), Sigma-Aldrich/Ark oder Metabion 
(Martinsried) bezogen. Die Oligonukleotide wurden an ihrem 5’-Ende phosphoryliert, 
anschließend für 10 min bei 70 °C hybridisiert und mit dem dephosphorylierten 
Zwischenvektor ligiert. Alle Oligonukleotide besaßen nach ihrer Hybridisierung HindIII-
Schnittstellen an den 5’ und 3’-Enden, über die sie dann mit dem Ii-Fragment ligiert 
werden konnten. 
Folgende Oligonukleotidsequenzen wurden verwendet; sie kodieren für die darunter 
geschriebene Peptidsequenz: 
 
- für die Konstruktion von Ii∆90-127: 
 
5’   AG CTT CCG AAA TCT GCC AAA CCT GTG AGC CAG A 
 3’ 
3’      A GGC TTT AGA CGG TTT GGA CAC TCG GTC TTC GA 
 5’ 
 P K S A K P V S Q K 
 





- für die Konstruktion von Ii∆90-127 (K82A): 
 
5’   AG CTT CCG GCT TCT GCC AAA CCT GTG AGC CAG A 
 3’ 
3’      A GGC CGA AGA CGG TTT GGA CAC TCG GTC TTC GA 
 5’ 
 P A S A K P V S Q K 
 
- für die Konstruktion von Ii∆90-127 (P86A): 
 
5’   AG CTT CCG AAA TCT GCC AAA GCT GTG AGC CAG A 
 3’ 
3’      A GGC TTT AGA CGG TTT CGA CAC TCG GTC TTC GA 
 5’ 
 P K S A K A V S Q K 
 
- für die Konstruktion von Ii∆90-127 (K82L/K85L): 
 
5’   AG CTT CCG CTG TCT GCC CTG CCT GTG AGC CAG A 
 3’ 
3’        A GGC GAC AGA CGG GAC GGA CAC TCG GTC TTC GA 
 5’ 
 P L S A L P V S Q K 
 
- für die Konstruktion von Ii∆90-127 (P81L/P86L): 
 
5’   AG CTT CTG AAA TCT GCC AAA CTG GTG AGC CAG A 
 3’ 
3’      A GAC TTT AGA CGG TTT GAC CAC TCG GTC TTC GA 
 5’ 
 L K S A K L V S Q K 





- für die Konstruktion von Ii/gB: 
 
5’   AG CTT CCG AAA CCC CCA AAG CCG CCG CGC CCC GCC GGC 
3’      A GGC TTT GGG GGT TTC GGC GGC GCG GGG CGG CCG 
 P K P P K P P R P A G 
 GAC AAC GCG ACC GTC GCC GCG A  3’ 
 CTG TTG CGC TGG CAG CGG CGC TTC GA 5’ 
 D N A T V A A K 
 
- für die Konstruktion von Ii/gBmut: 
 
5’   AG CTT CCG CTG CCC CCA CTG CCG CCG CGC CCC GCC GGC 
3’      A GGC GAC GGG GGT GAC GGC GGC GCG GGG CGG CCG 
 P L P P L P P R P A G 
 GAC AAC GCG ACC GTC GCC GCG A  3’ 
 CTG TTG CGC TGG CAG CGG CGC TTC GA 5’ 
 D N A T V A A K 
 
- für die Konstruktion von Ii/gBNT: 
 
5’   AG CTT CCG AAA AAC CCA ACG CCG CCG CGC CCC GCC GGC 
3’      A GGC TTT TTG GGT TGC GGC GGC GCG GGG CGG CCG 
 P K N P T P P R P A G 
 GAC AAC GCG ACC GTC GCC GCG A  3’ 
 CTG TTG CGC TGG CAG CGG CGC TTC GA 5’ 
 D N A T V A A K 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Ii-Konstrukte wurden in den Expressionsvektor pcEXV-3 
(Miller und Germain, 1986) kloniert, der über einen SV 40-Promotor verfügt. Die 
Aminosäuresequenzen der rekombinanten und chimären Ii-Proteine finden sich im 
Anhang. 
 
2.1.6 PCR und Mutagenese 
 
- Amplifizierung der gesamten Glykoprotein B-DNA 





Die für das HSV-1 Glykoprotein B (gB) codierende DNA (2,7 kb) konnte direkt aus der 
isolierten Virus-DNA der einzelnen HSV-Stämme amplifiziert werden. Hierzu wurde das 
ExpandTM Long Template PCR System von Roche Diagnostik verwendet, das mit einem 
Enzymmix aus thermostabiler Taq- und Pwo-Polymerase arbeitet. 
Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt: 
 
Mix 1:  2,5 µl dATP [10 mM] 
  2,5 µl dCTP [10 mM] 
  2,5 µl dGTP [10 mM] 
  2,5 µl dTTP [10 mM] 
  1,5 µl Vorwärtsprimer [10 µM] 
  1,5 µl Rückwärtsprimer [10µM] 
  0,75 µl DMSO 
  6,25 µl Template-DNA 
  ad 25 µl Wasser 
 
Mix 2:  5,0 µl Puffer 3 
  0,75 µl Enzymmix 
  ad 25 µl Wasser 
 
Nach Vermischung der beiden Mixansätze lief die PCR mit nachfolgendem Programm: 
 1. 95 °C    3 min 
2. 95 °C  10 sec    
3. 50 °C  30 sec    10 x 
4. 68 °C    3 min + 20 sec dt  
5. 95 °C  10 sec    
6. 50 °C  30 sec    15 x 
 7. 68 °C    3 min    
 8. 68 °C    7 min 
 
Die verwendeten Primer enthalten XhoI- und BamHI-Schnittstellen (unterstrichener 
Bereich), die für die spätere Klonierung des gB-Inserts in den eukaryotischen 
Expressionsvektor pcDNA3.1(-)Myc/HisA von Invitrogen (Niederlande) benötigt wurden. 
 
Vorwärtsprimer für gB ANGpath und gB 17: 
5’ CCG CTC GAG CCC GCC ATG CGC CAG GGC     3’ 
Vorwärtsprimer für gB KOS: 
5’ CCG CTC GAG CCC GCC ATG CAC CAG GGC     3’ 





Rückwärtsprimer für alle gB-Proteine: 
5’ CGC GGA TCC CAG GTC GTC CTC GTC GGC     3’ 
 
- PCR-Mutagenese des gB ANGpath 
Zur Konstruktion der Deletionsmutanten gB ANGpath∆75-92aa und der 
Basensubstitutionsmutanten gB ANGpathNT wurde jeweils mit Fusions-PCR gearbeitet. 
Man amplifiziert zwei Fragmente einer DNA in getrennten Reaktionen mit jeweils einem 
äußeren und einem inneren Primer, der die Mutation bzw. Deletion enthält. Die beiden 
inneren Primer sind zueinander komplementär. Die inneren Deletionsprimer haben an 
ihrem 5’-Ende eine Sequenz, die mit der Sequenz auf der anderen Seite der Fusionsstelle 
übereinstimmt. Nach Aufreinigung der DNA-Fragmente aus dem Gel werden äquimolare 
Mengen beider Fragmente in eine Fusions-PCR mit den beiden äußeren Primern 
eingesetzt. Diese besitzen eine XhoI- und eine AgeI-Schnittstelle (unterstrichene Region), 
über die später das jeweilige Fusions-PCR-Produkt in den Ausgangsvektor zurückkloniert 
werden kann. 
 
- für die Konstruktion von gB ANGpath∆75-92: 
1. PCR-Produkt →  äußerer Primer 5’ CCG CTC GAG CCC GCC ATG CGC CAG 
  GGC  3’ 
  → innerer Primer 5’ GCG CAG GGT GGC GTG GCC TTT TTT GTT 
CTT CTT CGG TTT CGG GTC  3’ (reverser Primer) 
 
2. PCR-Produkt → innerer Primer 5’ CCG AAG AAG AAC AAA AAA GGC CAC GCC 
      ACC CTG CGC  3’ 
  → äußerer Primer 5’ TCG TCC CGT ACC GGT GGA ACG CCT CCA 
CCC  3’ (reverser Primer) 
 
- für die Konstruktion von gB ANGpathNT: 
1. PCR-Produkt →  äußerer Primer 5’ CCG CTC GAG CCC GCC ATG CGC CAG 
  GGC  3’ 
  →  innerer Primer  5’ CGG CGG CGT TGG GTT TTT CGG TTT TCT  
  GTT CTT  3’ (reverser Primer) 





2. PCR-Produkt → innerer Primer 5’ AAA CCG AAA AAC CCA ACG CCG CCG CGC  
      CCC GCC  3’ 
  → äußerer Primer 5’ TCG TCC CGT ACC GGT GGA ACG CCT CCA 
 CCC  3’ (reverser Primer) 
 
Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt: 
  2,5 µl dNTP-Mix [je 5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP] 
  2,5 µl äußerer Primer [10 µM] 
  2,5 µl innerer Primer [10µM] 
  5,0 µl 10x PCR-Puffer (MBI) 
  3,0 µl MgCl2 [25 mM] 
  1,0 µl DMSO 
  1,0 µl Taq-Polymerase (MBI) 
  0,5 µl Pwo-Polymerase (Roche) 
  10 ng ANGpath-gB-DNA 
  ad 50 µl Wasser 
 
Bei der Fusions-PCR enthielt der PCR-Ansatz die beiden äußeren Primer in gleicher 
Konzentration sowie jeweils 10 ng des 1. und 2. PCR-Produktes als Template. 
Die PCR wurde mit dem nachfolgendem Programm gestartet: 
 
 1. 95 °C    5 min 
2. 95 °C  30 sec  
 3. 52 °C  30 sec  30 x 
 4. 72 °C    1 min  
 5. 72 °C    5 min 
 
Bei zu geringer Ausbeute wurde das PCR-Produkt zwecks Anreicherung in den 
Zwischenvektor pCRII-TOPO von Invitrogen kloniert. Dieser Vektor liegt bereits 
linearisiert mit einem 3’ Thymidin-Überhang vor und hat dort kovalent eine 
Topoisomerase gebunden. Diese katalysiert die Ligation des Vektors mit einem PCR-
Produkt, das bei Verwendung der Taq-Polymerase über einen 3’ Adenin-Überhang verfügt. 
Die Klonierung erfolgte mit Hilfe des TOPOTM TA Cloning Kits (Invitrogen) nach 
Anleitung des Herstellers. Das Kit enthält auch die hierfür benötigten chemisch 
kompetenten TOP10-Bakterien. 
Die Proteinsequenzen der gB ANGpath-Mutanten finden sich im Anhang. 
 
2.1.7 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation 
 
Folgende Bakterienstämme wurden verwendet: 





- DH5α (Hanahan, 1985) 
Genotyp: F-, end A1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, λ -, recA1, gyrA96, relA1, 
   Φ80 dlacZ ∆M15 
- TOP10 (Invitrogen) 
 Genotyp: F-, mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC),  Φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, recA1, 
deoR, 
     araD139∆(araleu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), endA1, nupG 
 
Die Kultivierung der transformierten DH5α-Bakterien erfolgte in DYT-Medium (Difco, 
USA) bzw. auf DYT-Agar (1,5 %) in Gegenwart von 100 µg Ampicillin/ml. 
 
- Elektrotransformation 
Die für die Elektrotransformation benötigten Bakterien (DH5α) wurden zuvor nach der 
Methode von Dower et al. (1988) präpariert: 
1 l DYT-Medium wird mit 1/100 Volumen einer Übernachtkultur angeimpft und bis zum 
Erreichen einer OD600 von 0,5-0,8 bei 37 °C mit 250 Upm inkubiert. Nach Abkühlung auf 
Eis und Zentrifugation bei 4 °C (15 min bei 6000 Upm) wird das Bakterienpellet mehrmals 
mit kalter 1 mM Hepeslösung (pH 7) gewaschen und schließlich in 2-3 ml einer 1mM 
Hepes/ 10% Glycerin-Lösung resuspendiert. Aliquots à 40 µl werden sofort mit 
Flüssigstickstoff schockgefroren und dann bei –80 °C gelagert. 
Für die Transformation wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Bakterien auf Eis 
aufgetaut und mit 0,05-1 µg Ligations-DNA in 100 µl ddW vermischt. Die 
Bakterien/DNA-Lösung wurde in vorgekühlte Elektroporationsküvetten überführt und 
anschließend fand die Transformation mit Hilfe eines Elektroporationsgerätes (Eurogentec) 
bei 2,5 kV, 40 µF und 192 Ω statt. Zur Regeneration wurden die Bakterien mit 860 µl 
DYT-Medium versetzt und für 30-45 min bei 37 °C geschüttelt. Danach wurden sie auf 
DYT-Agarplatten mit den geeigneten Antibiotika ausplattiert und ü.N. bei 37 °C inkubiert. 
 
- Hitzeschocktransformation 
Die Hitzeschocktransformation der chemisch kompetenten TOP10-Bakterien (Invitrogen) 
mit den TOPO-Vektor-Konstrukten fand nach Anleitung des Herstellers statt. Da der 
pCRII-TOPO-Vektor das Ampicillinresistenzgen trägt, konnten die transformierten 
Bakterien mit Ampicillin selektioniert werden. 
 







Die mittels Oligonukleotidklonierung hergestellten Ii-Mutanten wurden mit dem T7 
SequenaseTM Version 2.0-Kit von Amersham (Braunschweig) sequenziert. Das Kit basiert 
auf der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977). Die Sequenzreaktion erfolgte 
nach Herstelleranleitung. Für die Sequenzierung des codierenden Stranges wurde ein 
Primer (prim2) gewählt, der etwa 30 bp vor der HindIII-Klonierungsstelle bindet (5’ 
GCTGACCATCACCTCCC 3’, MWG-Biotech). 
Die Auftrennung der Sequenzreaktionen erfolgte in 8%igen Polyacrylamid/Harnstoffgelen, 
die nach der Elektrophorese in 10 % Essigsäure und 12 % Methanol fixiert, anschließend 
gewässert und unter Vakuum getrocknet wurden. 
Alle anderen in dieser Arbeit hergestellten DNA-Konstrukte wurden von der Firma GATC 
(Konstanz) mit kommerziell erhältlichen Primern wie T7, SP6 oder pcDNA3.1-RP 
sequenziert. Für die komplette Sequenzierung der gB-DNA wurden zusätzlich gB-
spezifische Primer eingesetzt: 
 
- pgB 260-286  5’ ACG CGA CCG TCG CCG CGG GCC ACG CCA 3’ 
- pgB 601-618  5’ ATC AAC GCC AAG GGG GTC 3’ 
- pgB 1294-1311 5’ ACG CAC ATC AAG GTG GGC 3’ 
- pgB 2514-2497 5’ GGC CTC GTC AAA GTC GCC  3’ (reverser Primer) 
 
 
2.2 Zellbiologische Methoden 
 
Suspensionszellen (3A9, CTLL-2, Jesthom, WT49, BM92) wurden in komplettem RPMI 
1640 und adhärent wachsende COS7-Zellen in komplettem DMEM (Glukose 4,5 g/l) bei 
37°C und 7,5 % CO2 kultiviert. Komplettes Medium enthält 5-10 % FCS (Serva, 
Heidelberg), 100 µg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-
Glutamin und 50 µM 2-Mercaptoethanol. Dem Medium für COS-Zellen wurde noch 10 
mM Hepes zugesetzt und das Medium der CTLL-2-Zellen enthielt zusätzlich IL-2 (2ng/ml; 
Sigma-Aldrich). 
Die Medien und Zusätze wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, PAA (Österreich) und 
BioWhittaker (Belgien) bezogen. 
 





2.2.1 Transiente Expression rekombinanter Gene in COS7-Zellen  
 
DNA wurde mit Hilfe von Liposomen in die COS7-Zellen (DSMZ ACC 60) transferiert. 
Hierzu wurde Dosper (Roche Diagnostik) verwendet, eine aus kationischen 
Lipidmolekülen bestehende Lösung, die mit der negativ geladenen DNA Komplexe bildet. 
Pro Transfektion wurden 7x105 COS-Zellen eingesetzt, die nach einem Waschschritt in 
FCS-freien Medium (+ 20 mM Hepes) mit dem DNA/Dosper-Gemisch (Verhältnis 1:3) für 
etwa 20 min in einem Polystyrene-Röhrchen geschüttelt wurden. Pro Transfektionsansatz 
kamen maximal 3 µg DNA zum Einsatz. Die transfizierten COS-Zellen wurden 
anschließend in 3 ml Medium resuspendiert, auf 6-well Platten ausgesät und blieben dann 




Die Proliferation von T-Zellen erfolgt nach Erkennung eines für die T-Zelle spezifischen 
Antigen-MHC-Komplexes auf einer Antigen-präsentierenden Zelle (APC). CD4+T-Zellen 
werden durch Antigen-MHC II-Komplexe stimuliert und produzieren während ihrer 
Proliferation u.a. Interleukin-2 (IL-2). Die Proliferation kann indirekt über das Wachstum 
einer IL-2 abhängig wachsenden CTLL-2-Zelllinie gemessen werden. Als Maß dient der 
Einbau von [3H]-markiertem Thymidin in die DNA der sich teilenden CTLL-2 Zellen. 
In dieser Arbeit fungierten COS7-Zellen als APCs. Dazu wurden sie u.a. mit der Maus 
MHC II-DNA für das IAk-Molekül transient transfiziert. Das Hühnereilysozym (HEL-
Protein) diente als Antigen. Gemessen wurde die Proliferation des 3A9 T-Zell-Hybridoms, 
das sehr spezifisch das HEL-Peptid 48-61 auf einem IAk-Molekül erkennt. 
24 h nach der Transfektion wurden jeweils 5x104 COS7-Zellen für weitere 24 h mit 
10µg/ml HEL-Protein (Sigma-Aldrich) gefüttert. Die Inkubation transfizierter COS7-
Zellen mit 5 µM des HEL 48-61 Peptids (Interactiva, Ulm) erfolgte für 2 h. Nach Zugabe 
von 5x104 3A9 T-Zellen pro Ansatz wurde dieser für weitere 48 h in 500 µl komplettem 
RPMI kultiviert. Anschließend wurden pro Ansatz 100 µl des Überstandes mit jeweils 
1x104 CTLL-2 Zellen in 100 µl komplettem RPMI versetzt, für 24 h kultiviert und dann 
für 18 h mit 1 µCi [3H]-Thymidin (Amersham) markiert. Die Ernte der CTLL-2 Zellen auf 
Glasfaserfilter der Firma Wallac/PerkinElmer (Belgien) erfolgte mit Hilfe eines Harvesters 
von der Firma Canberra Packard. Die Filter wurden anschließend mit Szintillationswachs 
(Wallac/PerkinElmer) überzogen und dann in einem Szintillationszähler (Wallac) 
gemessen. 





2.3 Biochemische Methoden 
 
2.3.1 Biosynthetische Markierung zellulärer Proteine 
 
Für die biosynthetische Markierung von Proteinen mit [35S]-Methionin (Amersham) 
wurden jeweils 1-2x106 Zellen in der Platte mit Methionin-freiem Medium (Biochrom, 
Berlin) gewaschen und dann für 1 h in 600 µl Pulse-Medium (Methionin-freies Medium + 
10% dialysiertes FCS (PAA), 2 mM L-Glutamin, 1 mM Na-Pyruvat, 10 mM Hepes, 100 
µg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin) bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen durch Zugabe von 40 µCi [35S]-Methionin für 30-40 min bei 37 °C markiert. Nach 





Mit Hilfe der Immunpräzipitation ist die Isolierung eines spezifischen Proteins aus einem 
Proteingemisch möglich. Dazu werden Antikörper verwendet, die über ihre variable 
Region eine Determinante des spezifischen Proteins erkennen und mit ihrer konstanten 
Region –direkt oder über einen Sekundärantikörper- an Protein A-Sepharose binden. 
Durch Zentrifugation kann der große Protein A-Immunkomplex pelletiert werden. 
Die Lyse der Zellen erfolgte in 500 µl kaltem Lysispuffer (TBS: 50 mM Tris/HCl pH 7,5 + 
150 mM NaCl, versetzt mit den Proteaseinhibitoren Aprotinin [0,1 mM] + PMSF [0,1 
mM] und dem Detergenz NP-40 (1%)). Die Zelltrümmer wurden für 3 min bei 13000 Upm 
abzentrifugiert. Unspezifisch an Sepharose-bindende Proteine wurden aus dem Lysat über 
eine Vorpräzipitation mit CL4B-Sepharose (Pharmacia, Schweden) entfernt. Der 
aufgereinigte Überstand routierte 4-24 h mit dem spezifischen Antikörper (s. Tab.1) und 
10 µl der Protein A-Sepharose (Pharmacia) bei 4 °C. Der Sepharose-Immunkomplex 
konnte mittels Zentrifugation (13000 Upm für 30 sec) pelletiert werden. Anschließend 
wurde der Komplex 3x mit jeweils 500 µl TBS (+ 0,25% NP-40, 0,1 mM PMSF, 0,1 mM 
Aprotinin) gewaschen. Durch Aufnahme des Präzipitats in 20-30 µl reduzierenden 
Probenpuffers (62,5 mM Tris/HCl, 50 mM DTT, 10% Glycerin, 2,3% SDS, 0,01% 
Bromphenolblau) und Erhitzen (5 min bei 95 °C) konnten die Bindungen innerhalb des 
Sepharose-Immunkomplexes zerstört und die Proteine denaturiert werden. Um SDS-stabile 
Komplexe zu erhalten, wurden die Proben in 20-30µl nicht-reduzierendem Probenpuffer 
(62,5 mM Tris/HCl, 10% Glycerin, 2,3% SDS, 0,01% Bromphenolblau) aufgenommen 





und nicht erhitzt. Die Auftrennung der isolierten Proteine erfolgte anschließend über eine 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. 
Die in der Immunpräzipitation verwendeten Antikörper aus Hybridomüberständen wurden 
1-fach konzentriert eingesetzt und der aufgereinigte monoklonale Antikörper Anti-His (C-
term) von Invitrogen in einer Verdünnung von 1:250. 
 
Antikörper Spezifität Art des Antikörpers Referenz 
In-1 Maus Ii, N-Terminus mAb, Ratte, IgG2a Koch et al., 1982a 
MAR 18.5 Ratten IgG mAb, Maus, IgG2a Lanier et al., 1982 
ISCR3 HLA-DR mAb, Maus, IgG2a Watanabe et al., 1983 
I 251 SB HLA-DR mAb  Pesando und Graf, 
1986 
10.2-16 H2-IA β-Kette des 
Haplotypes k,f,r,s,u 
mAb, Ratte, IgG2b Oi et al., 1987 
Anti-His (C-term) 6x His-COOH mAb, Maus, IgG2b Invitrogen 
Tab. 1    Zur Immunpräzipitation verwendete Antikörper 
 
 
2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 
 
Die Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen in einem elektrischen Feld wird durch die 
Gesamtladung der Proteine sowie deren Größe bestimmt. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist 
eine Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht und unabhängig 
von ihrer Eigenladung möglich. Die in reduzierendem Probenpuffer aufgenommenen 
Proteine werden durch das darin enthaltene Detergenz SDS denaturiert. Negativ geladene 
SDS-Moleküle binden an die hydrophoben Regionen der Proteine proportional zu deren 
Molekulargewicht, wodurch die Eigenladung der Proteine überdeckt wird. Inter- und 
intramolekulare Disulfidbrücken werden durch das ebenfalls im Probenpuffer enthaltene 
DTT reduziert. 
Zwecks Fokussierung durchlaufen die SDS-Protein-Komplexe bei der Elektrophorese 
zunächst ein großporiges Sammelgel mit geringem Polyacrylamidanteil. Anschließend 
erfolgt die Auftrennung der Komplexe in einem höherprozentigem Trenngel mit geringer 
Porengröße. 





Zur Herstellung der SDS-Gele wurde das Acrylamid-Puffersystem von BioRad mit einer 
30%-igen Acryl/Bisacrylamidlösung (Verhältnis 37,5:1) verwendet. Die aufzutrennenden 
Proteine durchliefen ein 4 % iges Sammelgel und anschließend ein 12 % iges Trenngel. 
 
- Fluorographie (Bonner und Laskey, 1974) 
PPO bewirkt eine Verstärkung der im Gel gebundenen Radioaktivität. Zwecks PPO-
Einlagerung müssen die Gele zunächst entwässert werden. Beim nachfolgenden Wässern 
des Gels fällt das eingelagerte PPO aus und verbleibt im Gel. 
Nach dem Lauf wurden die Trenngele für 30 min in DMSO entwässert und anschließend 
für 30 min in 20% PPO/DMSO geschüttelt. Im darauffolgendem Wässerungschritt (30 min 
schütteln) konnte das überflüssige DMSO entfernt werden. Die Gele wurden dann unter 
Vakuum getrocknet. 
 
2.3.4 Behandlung immunpräzipitierter Glykoproteine mit Endoglykosidase H 
 
Viele Proteine werden nach ihrer Synthese intrazellulär modifiziert. Eine dieser 
posttranslationalen Modifikationen ist die Anhängung N-gebundener Zuckerreste im ER. 
Gelangen diese Proteine anschließend in den Golgi-Apparat erfahren die 
Zuckerseitenketten weitere Modifikationen. Endoglykosidase H (Endo H) spaltet 
vorwiegend N-gebundene Zuckerreste von Proteinen ab. Sobald diese Zuckerreste jedoch 
weiter modifiziert werden, sind sie gegen einen Endo H Verdau resistent. Lediglich die 
Proteine im ER sind sensitiv gegenüber Endo H, was sich nach einem Verdau durch eine 
Größenabnahme von ca. 2,5-3 kDa pro N-gebundenem Zuckerrest zeigt. 
Für den Endo H Verdau wurden die immunpräzipitierten Proteine in je 10µl Puffer (100 
mM Tris/HCl (pH 7,2), 10 mM EDTA (pH 7,0), 0,5 % SDS, 1 % β-Mercaptoethanol) 
aufgenommen und mit 5 mU Endoglykosidase H (Roche Diagnostik) für 2 h bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit reduzierendem Probenpuffer versetzt, 5 
min bei 95 °C erhitzt und dann in einer SDS-PAGE analysiert. 
 
2.3.5 Tunicamycin Behandlung von transfizierten COS7-Zellen 
 
Tunicamycin blockiert die Anhängung N-gebundener Zuckerreste an Proteine im ER und 
verhindert somit auch weitere Modifikationen der Zuckerseitenketten im Golgi-Apparat. 
Um zwischen glykosylierten und deglykosylierten Formen eines Glykoproteins 
unterscheiden zu können, wurden die Zellen 3-4 Stunden vor und während der 





radioaktiven Markierung mit 50µg/ml Tunicamycin (Roche Diagnostik) bei 37 °C 
inkubiert. Nach anschließender Immunpräzipitation erfolgte eine Analyse der 




Mit Hilfe eines Durchflusscytometers (FACS: fluorescence-activated cell sorter) können 
Zellen nach einer Fluoreszenzfärbung mit Antikörpern analysiert werden. Dazu werden die 
Zellen zunächst hydrodynamisch fokussiert, damit sie einzeln einen Messpunkt passieren 
können. Dort wird der Zellstrom von einem Argon-Laser bestrahlt, der Licht mit einer 
Wellenlänge von 488 nm emittiert. An die Zelle gebundene Fluoreszenzfarbstoffe werden 
durch die Laser-Bestrahlung angeregt und emittieren ein Fluoreszenzlicht 
charakteristischer Wellenlänge. Verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe mit jeweils 
unterschiedlichem Fluoreszenzmaximum können gleichzeitig verwendet werden. Im FACS 
werden sowohl die emittierten Fluoreszenzen als auch das Vorwärts- und 
Seitwärtsstreulicht der einzelnen Zellen von verschiedenen Detektoren gemessen. 
 
- MHC II-Oberflächenbeladung mit biotinylierten Peptiden 
Für diese Peptidbindungsstudie wurden die humanen B-Lymphome Jesthom (DR1), WT49 
(DR3) und BM92 (DR4) verwendet. Sie exprimieren auf ihrer Zelloberfläche eine große 
Anzahl definierter HLA-DR Moleküle (s.o.). Die jeweils am N-Terminus biotinylierten 
Peptide wurden von den Firmen Interactiva (Ulm) bzw. Sigma-Aldrich/Genosys 
(Großbritannien) synthetisiert und mit Hilfe eines Streptavidin-FITC Antikörpers 
nachgewiesen. 
 
Folgende Peptide wurden verwendet: 
HSVk (81-95aa) Biotin-PRPAGDNATVAAGHA-COOH 
HSV (75-95aa) Biotin-PKPPKPPRPAGDNATVAAGHA-COOH 
HSVmut (75-95aa) Biotin-PLPPLPPRPAGDNATVAAGHA-COOH 
MATA (17-31aa) Biotin-SGPLKAEIAQRLEDV-COOH   (Kontrolle für DR1) 
MATT (17-31aa) Biotin-SGPLKAEITQRLEDV-COOH   (Kontrolle für DR4) 
Momp   Biotin-QASLALSYRLNMFTPKL-COOH   (Kontrolle für DR3) 
Die HSV- Peptide entstammen aus dem HSV-1 gB (Stamm 17). Momp ist ein antigenes 
Peptid aus einem Hauptprotein von Chlamydia trachomatis, das in die Antigen-bindende 





Grube von HLA-DR3 bindet (Riberdy et al. 1992; Mellins et al. 1994). MAT ist ein Peptid 
aus dem Influenzavirus Matrixprotein. Der Austausch einer Aminosäure (aa 25) im Peptid 
führt zu einem veränderten Bindungsverhalten. Während MATA mit hoher Affinität an 
HLA-DR1 bindet (Marshall et al. 1994), zeigt MATT eine starke Assoziation zu HLA-DR4 
(Hammer et al. 1993). 
 
Je 1-2x105 Zellen wurden ü.N. mit 150-200 µM des jeweiligen Peptids bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend erfolgten 2 Waschschritte in FACS-Puffer (PBS- + 0,1% NaN3 + 5-10 % 
FCS). Dann wurden die Zellen für 40 min bei 4 °C mit einem Streptavidin-FITC 
Antikörper (Pharmingen 13024D) im Dunkeln inkubiert. Der Antikörper wurde in einer 
Verdünnung von 1:2000 in FACS-Puffer eingesetzt. Nach 2 weiteren Waschschritten 
erfolgte zur Signalverstärkung eine 40 minütige Inkubation mit einem biotinyliertem anti-
Streptavidin Antikörper (Vector Laboratorys, BA 0500) in einer Verdünnung von 1:100. 
Anschließend wurde wieder 2x gewaschen und dann folgte erneut eine Inkubation mit dem 
Streptavidin-FITC Antikörper unter vorherigen Bedingungen. Zur direkten HLA-DR-
Färbung wurden die Zellen unter gleichen Inkubationsbedingungen mit einem HLA-DR-
PE Antikörper (Pharmingen) in einer Verdünnung von 1:200 inkubiert. Nach einem letzten 
Waschschritt konnten die Zellen dann in FACS-Puffer resuspendiert und im FACS 
analysiert werden. 
 
2.3.7 Oberflächenbiotinylierung von transfizierten COS7-Zellen 
 
Je 1x106 transfizierte COS7-Zellen (nicht abtrypsinisiert) wurden 2x mit kaltem PBS- 
gewaschen. Anschließend erfolgte die Resuspension der Zellen in 1 ml 
Biotinylierungspuffer (4,15 ml 300 mM Na-Boratpuffer (pH 8,0), 3,75 ml 1 M NaCl ad 25 
ml ddw) und die Zugabe von 10 µl frisch angesetzter Biotin-7-NHS-Stammlösung 
(10mg/ml) (Sigma-Aldrich). Die Zellen wurden dann für 15 min bei RT im Dunkeln 
inkubiert. Durch Zugabe von je 20 µl Stop-Lösung (100 mM NH4Cl) wurde die 
Biotinylierung der auf der Zelloberfläche exprimierten Proteine beendet. Die Zellen 
wurden auch diesmal für 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert und dann 2x mit kaltem 
PBS- gewaschen. Anschließend wurden die Zellen lysiert und nach einer 
Immunpräzipitation erfolgte die Auftrennung der biotinylierten Proteine in einer SDS-
PAGE. Die Proteine konnten dann in einem Western blot nachgewiesen werden. 
 
 






Die Proteine im SDS-Gel wurden auf eine PVDF-Membran geblottet (5-8 V für ca. 45 
min). Die PVDF-Membran wurde anschließend in Blotpuffer (0,25 % Tween 20 in PBS-) 
gewaschen und für 1 h mit Rotiblock (Roth) abgesättigt. Dann wurde die Membran für 1 h 
bei RT mit einem anti-Biotin/HRP gekoppeltem Antikörper (1:14000) inkubiert und nach 
mehreren Waschschritten mit Blotpuffer konnten die biotinylierten Proteine durch Zugabe 
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3.1 HSV-1 Glykoprotein B (gB) enthält eine Sequenz mit Homologie zur MHC Klasse 
II-Bindungsstelle der Invarianten Kette (Ii) 
 
Die Assoziation zwischen der Ii und MHC Klasse II-Molekülen findet vor allem über die 
Klasse II-Bindungsstelle der Ii statt. Diese Region lässt sich in zwei funktionelle Bereiche 
unterteilen. Der Klasse II Grube-bindende Bereich vermittelt Allel-spezifische Bindung an 
Klasse II-Moleküle, wohingegen die promiskuitive Bindungsstelle für die Assoziation mit 
verschiedenen Klasse II-Allotypen verantwortlich ist (Freisewinkel, 1995). 
Mit Hilfe der Datenbankrecherche (www2.ebi.ac.uk/bic_sw) konnte eine zur 
promiskuitiven Bindungsstelle der Ii identische Sequenz innerhalb des viralen 
Glykoprotein B (gB) vom HSV-1 Stamm 17 gefunden werden (Abb.1). Hinter der 
identischen Sequenz folgt im gB eine Region mit einem Bindungsmotiv für MHC Klasse 
II-Moleküle. Der potentiell Klasse II-bindende Bereich von gB enthält neben einem hoch 
bewerteten Bindungsmotiv für HLA-DR1 auch ein geringer bewertetes Motiv für HLA-
DR4 und für das Maus Klasse II-Molekül IAk. Die Sequenz der Bindungsmotive wurden 





Abb.1  MHC Klasse II-Bindungsmotive der Invarianten Kette und von HSV-1 Glykoprotein B 
 
Die Bindungsstelle der Ii für MHC Klasse II-Moleküle kann in zwei Regionen unterteilt werden, die 
durch 3 Aminosäuren voneinander getrennt sind. Der Grube-bindende Bereich vermittelt eine Allel-
spezifische Bindung an MHC Klasse II-Moleküle, wohingegen die promiskuitive Bindungsstelle für 
die Assoziation mit verschiedenen Klasse II Allo- und Isotypen verantwortlich ist. Das virale 
Glykoprotein B des Herpes simplex Virus (Stamm 17) besitzt eine identische Sequenz zur 
promiskuitiven Bindungssequenz der humanen Ii, sowie ein Bindungsmotiv für HLA-DR1 Moleküle. 
Die für eine Bindung wichtigen Ankerpositionen sind mit einem Pfeil markiert, mit der 
Konsensussequenz übereinstimmende Aminosäuren sind fett gedruckt. DieZahlen an einzelnen 






Das Klasse II-Bindungsmotiv von gB wurde mit Hilfe der Datenbank „SYFPEITHI“ 
(www.uni-tuebingen.de) auf seine potentiellen Bindungseigenschaften gegenüber 
verschiedenen Klasse II-Molekülen geprüft. Die Datenbank bewertet die Bindungs-
eigenschaften der einzelnen Aminosäuren gegenüber den Ankerpositionen der jeweiligen 
MHC Klasse II-Peptidbindungsgrube und kalkuliert daraus einen „score“ für dieses Epitop. 
Nach Eingabe der gB-Sequenz (A84GDNATVAAGHATLR98) mit dem potentiellen Klasse 
II-Bindungsmotiv ergab sich für HLA-DR1 Moleküle ein score von 22, für HLA-DR4 ein 
score von 12 und für Maus-IAk ein score von 20. Für HLA-DR3 Moleküle findet sich kein 
Bindungsmotiv, wenn von der gleichen Position innerhalb der Sequenz ausgegangen wird. 
Verschiebungen um eine Aminosäure resultieren in einem Bindungsmotiv für HLA-DR3 
Moleküle mit einem sehr geringen score von 2. 
 
3.2 Bindung von HSV-1 gB an verschiedene MHC II-Allotypen 
 
Da das virale gB eine potentielle Klasse II-Bindungsstelle besitzt, sollte durch 
Koexpression von gB mit verschiedenen HLA-DR Allotypen deren Assoziation zueinander 
getestet werden. Die verwendeten humanen MHC Klasse II HLA-DR cDNAs befinden 
sich in dem pcEXV3-Vektor unter Kontrolle eines SV-40 Promotors. Die HSV-1 gB 
cDNA wurde mittels PCR aus isolierter Virus-DNA von Stamm 17 amplifiziert und in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1(-)Myc/HisA kloniert. Dieser Vektor kontrolliert die 
Expression der gB-DNA über seinen CMV-Promotor und hängt außerdem eine 6xHis-
Sequenz an. Das exprimierte gB besitzt einen His-Tag am C-Terminus, über den es mit 
Hilfe eines Anti-His Antikörpers isoliert werden kann. 
Für die Koexpression wurden COS7-Zellen mit DR- und gB-DNA transfiziert. 
Anschließend erfolgte eine biosynthetische Markierung der Zellen mit [35S]-Methionin. 
Nach Lyse der markierten Zellen wurde eine Immunpräzipitation mit dem anti-DR 
Antikörper (ISCR3) und dem anti-His (C-term) Antikörper durchgeführt Die Auftrennung 
der Immunpräzipitate erfolgte anschließend in einer SDS-PAGE. 
Wie in Abb.2 zu sehen ist, assoziiert gB mit den drei getesteten HLA-DR Allotypen. gB 
hat nach Abspaltung einer N-terminalen Signalsequenz von 30 Aminosäuren (aa) eine 
Länge von 874 aa. Das vollständig glykosylierte gB besitzt ein Molekulargewicht von ca. 
130 kDa. Im SDS-Gel tritt gB als Doppelbande auf, die wahrscheinlich durch 
unterschiedliche Glykosylierungsformen zustande kommt. Die Kopräzipitation der DR-






Kette lediglich über 3 bzw. 2 Methioninreste verfügen im Gegensatz zu gB mit 22 
Methioninresten. Möglicherweise ist jedoch auch eine Überexpression von gB für dieses 
Phänomen verantwortlich. 















































Abb.2  Assoziation von HSV-1 gB mit HLA-DR Molekülen 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-gB und anti-DR Immunpräzipitaten nach transienter 
Expression in COS7-Zellen. Die transfizierten COS-Zellen wurden für 35 min mit [35S]-
Methionin markiert. Für die anti-gB Präzipitation wurde ein anti-His Antikörper verwendet, da 
das gB (HSV-1 Stamm 17) mit einem 6xHis-Tag am C-Terminus exprimiert wird. Für die 
Präzipitation der DR-Moleküle wurde der mAb ISCR3 verwendet. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Positionen von gB, DR α 




3.3 Identifizierung der für die Assoziation wichtigen Aminosäuren innerhalb der 
promiskuitiven Bindungsstelle (PBS) der Ii 
 
Eine Ii-Deletionsmutante, der die MHC Klasse II-Bindungssequenz fehlt, kann nicht mehr 
mit MHC Klasse II-Molekülen assoziieren. Wird jedoch die promiskuitive Bindungsstelle 
(PBS) wieder eingefügt, findet auch wieder eine Assoziation mit Klasse II-Molekülen statt 
(Freisewinkel, 1995). Die Klasse II-Bindungssequenz der Ii zeigt innerhalb verschiedener 








    Mensch Ii 
    Maus Ii 
    Ratten Ii 
    Rind Ii 
 
…P82 K P P K P V S K M R M A T P L L M99… 
…P81 K S A K P V S Q M R M A T P L L M98… 
…P82 K S A K P V S P M R M A T P L L M99… 
…P81 K P A K P M S Q M R M A T P M L M98… 
 
Tab.2  Sequenzvergleich der Ii innerhalb verschiedener Säugerspezies 
 
Die oben aufgeführte Ii-Aminosäuresequenz der verschiedenen Säuger erstreckt sich lediglich 
über den Bereich der MHC Klasse II-Bindungsstelle. Die promiskuitive Bindungsstelle ist rot 
markiert, der Klasse II Grube-bindende Bereich grün. Die Zahlen geben die jeweilige 
Position der Aminosäuren innerhalb des Proteins an. 
(Genbank Accession Nr: Mensch Ii NM004355, Claesson et al. 1983; Maus Ii AA895577, 




Da sich die humane Ii und die der Maus nicht in ihrem Bindungsverhalten zu humanen 
HLA-DR Molekülen unterscheiden, wurde mit Ii-Konstrukten der Maus gearbeitet. Um die 
für die Assoziation notwendigen Aminosäuren innerhalb der PBS zu identifizieren, 
erfolgte ein Austausch der äußeren hoch konservierten Prolin- und Lysinreste gegen 
















PBS  P81 K82 S83 A84 K85 P86 V87 S88 Q89 
K82A  ---------A82-------------------------------------------------------------- 




Tab.3:  Mutationen innerhalb der PBS-Sequenz der Maus Ii 
Die hoch konservierten Proline und Lysine innerhalb der PBS (rot) wurden durch Alanin- 
oder Leucinreste (blau) substituiert. Die nebenstehenden Zahlen geben die jeweilige 






Mittels Oligonukleotidklonierung wurde in das Ii-Deletionskonstrukt (Ii∆81-127) ohne 
MHC Klasse II-Bindungssequenz entweder die ursprüngliche PBS-Sequenz mit Spacer-
Region (PKSAKPVSQ) eingefügt, was dem Konstrukt Ii∆90-127 entspricht, oder es 
wurden die verschieden mutierten PBS-Sequenzen (s.Tab.3) eingefügt. Die 
Proteinsequenzen der rekombinanten Ii-Proteine finden sich im Anhang. Anschließend 
erfolgte die Transfektion von COS7-Zellen mit DNA dieser Ii-Mutanten und 
verschiedenen HLA-DR cDNAs. Nach biosynthetischer [35S]-Methionin Markierung und 
Immunpräzipitation gegen Ii und DR, konnten die Präzipitate in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt werden. Abb.3 zeigt die jeweiligen Kopräzipitationen mit DR1, DR3 und 
DR4. Die Expression der verschiedenen Ii-Mutanten ist relativ konstant, was aus den Ii-
Präzipitationen deutlich wird. Trotzdem zeigen die unterschiedlichen Ii-Konstrukte in der 
Kopräzipitation mit DR unterschiedliche Bindungsintensitäten. Das Ii-Deletionskonstrukt 
ohne MHC Klasse II-Bindungsstelle (Ii∆81-127) assoziiert nicht mehr mit DR3 und DR4 
und nur noch schwach mit DR1. Nach Einfügen der PBS-Sequenz (Ii∆90-127) ist jedoch 
wieder eine Bindung an alle drei DR-Allotypen möglich. Während die 
Mutationskonstrukte mit einem Aminosäureaustausch noch relativ gut an alle drei DR-
Allotypen binden, zeigen die Mutationen mit zweifacher Aminosäuresubstitution ein 











































































Ii 90-127∆ Ii 90-127∆
Abb.3   Assoziation zwischen HLA-DR Molekülen und Ii-PBS/Mutanten
48 Stunden nach Kotransfektion der COS7-Zellen mit der jeweiligen DR- und mutierten Ii-DNA
wurden die Zellen für 30 min mit[35S]-Methionin markiert und dann in 1% NP-40/TBS lysiert. 
Die Immunpräzipitation erfolgte mit den mAbs ISCR3 und I 251 SB gegen DR und mit den mAbs
In-1 und  MAR 18.5 gegen die Ii-Konstrukte. Auf der linken Seite sind die Positionen von - und
-Kette der jeweils verwendeten HLA-DR Moleküle markiert. Auf  der rechten Seite sind die
Positionen der Ii-Deletions- und Mutationskonstrukte aufgezeigt und die des Molekulargewichts-





Um eine genauere Aussage über die verschiedenen Bindungsstärken der Ii-Mutanten zu 
HLA-DR machen zu können, wurde die Intensität der spezifischen über DR 
kopräzipitierten Ii-Banden densitometrisch gemessen. In Tab.4 ist der Ii-Bindungsindex 







  DR1       
 K82A        K82L/K85L       P86A       P81L/P86L        Ii 81-127     ∆   Ii 90-127    ∆   
  Ii 90-127     ∆   
0.05              1           0.5        0.7          0.4             0.3
  DR3       1           0.6       1.1           0.3            0.7 
  DR4       
0              
0              0              1           0.6        0.8           0.2   
Tab.4  Ii-Bindungsindex zu verschiedenen DR-Allotypen [Ii/ ]
Nach Kotransfektion der COS7-Zellen mit den jeweiligen DR- und den verschieden mutierten Ii-DNAs 
wurden die Zellen mit [35S]-Methionin für 30 min markiert, anschließend immunpräzipitiert und dann in
einer SDS-PAGE (12% iges Gel) aufgetrennt. Für die Präzipitation gegen DR wurde der mAb ISCR3
verwendet und für die Isolation der Ii-Konstrukte wurden der mAb In-1 mit dem Brückenantikörper
MAR 18.5 eingesetzt. Nach densitometrischer Bestimmung der DR- und Ii- Bandenintensität konnte der
Ii-Bindungsindex der einzelnen Ii-Mutanten zu den verschiedenen DR-Allotypen berechnet werden. 
Dabei wurde die unterschiedliche Anzahl der Methionine berücksichtigt: Ii-Konstrukte/6 ; -Kette/3 ; -Kette/2
Der Ii-Bindungsindex berechnet sich wie folgt: 1/6 der Ii-Bandenintensität : 1/5 der Intensität von ( + );







Wie aus Tab.4 und Abb.3 ersichtlich ist, kann die fehlende Assoziation von Ii∆81-127 zu 
allen drei DR-Allotypen durch Einfügen der ursprünglichen PBS-Sequenz 
wiederhergestellt werden. Die Substitution beider Lysinreste zu Leucin (K82L/K85L) zeigt 
den stärksten Effekt. Bei dieser Ii-Mutanten ist die Bindung zu DR1 und DR3 deutlich 
reduziert und die Assoziation mit DR4 verschwindet sogar. Auch die Substitution beider 
Prolinreste gegen Leucin bewirkt eine schwächere Bindung an alle drei DR-Allotypen. 
Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass vor allem die Lysine aber auch die äußeren 
Proline innerhalb der PBS-Sequenz für deren Assoziation mit Klasse II-Molekülen 
notwendig sind. 
 
3.4 Beschreibung der chimären Ii/gB Konstruktionen 
 
Da in dem gB eine zur PBS homologe Sequenz (PKPPKP) mit einem darauffolgenden 






ob dieser gB-Bereich (aa 75-92) mit der potentiellen Bindungsstelle die Funktion der Ii-
Bindungsstelle übernehmen kann. Deshalb wurde diese Region aus dem gB mittels 
Oligonukleotidklonierung in die Ii-Deletionsmutante Ii∆81-127 kloniert. Diese chimäre 
Konstruktion wird als Ii/gB bezeichnet. Mit der Herstellung des Ii/gBmut-Konstruktes, das 
außer dem viralen DR1-Bindungsmotiv eine mutierte, schlecht bindende PBS-Sequenz 
(PLPPLP s.Tab.3/ Tab.4) enthält, sollte die Funktionalität der beiden Einzelbereiche (PBS 
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Abb.4   Konstruktion von Ii/gB und Ii/gBmut
Zur Herstellung von Ii/gB bzw. Ii/gBmut wurde die für die potentielle Bindungsstelle
kodierende Sequenz des gBs (HSV-1 Stamm 17) bzw. eine in der PBS mutierte Se-
quenz in das Ii-Deletionskonstrukt Ii 81-127 kloniert. Dem Deletionskonstrukt





3.5 Assoziation zwischen chimären Ii/gB-Konstrukten und DR-Molekülen 
 
Die Bindung der Ii/gB-Chimären an Klasse II kann durch deren Koexpression mit HLA-
DR Molekülen in COS7-Zellen überprüft werden. Hierzu wurden COS7-Zellen mit den 






radioaktiv markiert und nach einer Immunpräzipitation gegen Ii und DR wurden die 
Präzipitate in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Wie in Abb.5 zu sehen ist, treten die chimären 
Ii/gB-Konstrukte als Doppelbande im SDS-Gel auf. Da das Ii-Deletionskonstrukt (Ii∆81-
127) keine N-Glykosylierungsstellen mehr hat und nur die gB-Sequenz innerhalb des DR1-
Bindungsmotives eine N-Glykosylierungsstelle besitzt, kann es sich bei der Doppelbande 
um verschiedene Glykosylierungsformen der Ii/gB-Chimären handeln. Diese Vermutung 
konnte durch eine Behandlung mit Tunicamycin, einem Inhibitor der N-Glykosylierung im 
ER, bestätigt werden. Dazu wurden die transfizierten COS7-Zellen 3-4 h vor Beginn und 
während der 30 minütigen radioaktiven Markierung mit Tunicamycin (50µg/ml Medium) 
inkubiert. Im unteren SDS-Gel von Abb.5 treten bei beiden Ii/gB-Chimären ohne 
Tunicamycin zwei Banden auf, die einer glykosylierten und deglykosylierten Form 
entsprechen. Die obere Bande (glykosylierte Form) verschwindet nach Tunicamycin-
Behandlung. Der Größenunterschied von 2,5–3 kDa zwischen den beiden Gelbanden trifft 
für einen N-gebundenen Zuckerrest zu. Wie aus Abb.5 weiterhin deutlich wird, können 
sowohl die glykosylierte als auch die deglykosylierte Form der Ii/gB-Chimären an DR1 
und DR3 binden. Der gebundene Zuckerrest im DR1-Bindungsmotiv der Ii/gB-Chimären 



























































Ii/gB Ii/gBmut + 
Abb.5   Assoziation zwischen den Ii/gB-Chimären und HLA-DR Molekülen
COS7-Zellen wurden mit den verschiedenen DNAs transient transfiziert, 30 min radioaktiv
markiert und nach einer Immunpräzipitaion gegen Ii (mAb In-1, mAb MAR18.5) und DR
(mAb ISCR3) wurden die Präzipitate in einer SDS-PAGE (12% iges Gel) aufgetrennt. 
Die spezifischen Proteinbanden sind links durch Pfeile markiert. Die Größen des Molekular-
gewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die chimären Ii/gB-Konstrukte werden
in zwei Glykosylierungsformen exprimiert, da die virale Sequenz eine N-Glykosylierungs-
stelle enthält. Die untere Abbildung zeigt transfizierte COS7-Zellen mit und ohne Tunicamycin-
Behandlung. Tunicamycin verhindert die N-Glykosylierung von Proteinen im ER. Beide Gly-
kosylierungsformen treten ohne Tunicamycin-Behandlung auf. Nach Inkubation der Zellen mit




Die Chimäre Ii/gB mit ihrer viralen Sequenz, die für eine PBS und ein DR1-
Bindungsmotiv kodiert, assoziiert sehr gut über beide Bereiche mit HLA-DR1. Ihre 
Assoziation zu HLA-DR3 ist schwächer, da hier lediglich eine Bindung über die PBS-
Region stattfindet. Das chimäre Ii/gBmut-Konstrukt mit einer mutierten PBS bindet nur 
noch schwach an DR1 über seinen Grube-bindenden Bereich. Die Assoziation von 
Ii/gBmut zu DR3 Molekülen ist gänzlich aufgehoben, da hier neben einer nicht bindenden 






zeigen also nur dann eine Assoziation zu HLA-DR, wenn die PBS-Region nicht mutiert ist 
oder der Grube-bindende Bereich Allel-spezifisch binden kann. Die potentielle Klasse II-
Bindungsstelle von gB (75-92aa) kann somit die Funktion der MHC Klasse II-
Bindungsstelle der Ii übernehmen. 
 
3.6. HSV-Peptid-Bindungen an Oberflächen-DR Moleküle auf humanen B-
Zelllymphomen 
 
Um die Peptid-Bindungseigenschaften des gB-Fragmentes (75-92aa) an verschiedenen 
DR-Molekülen zu testen, wurden humane B-Lymphome mit biotinylierten HSV gB-
Peptiden inkubiert. Nach Färbung mit einem Streptavidin-FITC Antikörper, konnte das an 
DR-gebundene Peptid zytofluorometrisch gemessen werden. 
Die verwendeten B-Lymphome exprimieren ca. 2x105 spezifischer HLA-DR Moleküle auf 
ihrer Oberfläche. Die konstante DR-Expression wurde durch eine direkte Färbung mit 
einem HLA-DR-PE Antikörper überprüft. Die Bindungsfähigkeit der exprimierten DR-
Moleküle wurde mit Kontrollpeptiden getestet. Neben dem HSV gB-Peptid (75-95aa) mit 
der potentiellen Klasse II-Bindungsstelle wurden ein verkürztes HSV gBk-Peptid (81-95aa) 
ohne PBS-Region und ein HSV gBmut-Peptid (75-95aa) mit einer mutierten, schlecht 
bindenden PBS-Region getestet. Da die DR-Expression innerhalb der Einzelmessungen 





































Abb.6    Bindung biotinylierter Peptide an Oberflächen- DR Moleküle
2x10  B-Zellen wurden mit 150 µM des jeweiligen Peptids ü.N. inkubiert. Nach mehreren Wasch-
schritten konnten die an DR gebundenen, an ihrem N-Terminus biotinylierten, Peptide mit Hilfe
eines Streptavidin-FITC Antikörpers nachgewiesen werden. Das HSV gB-Peptid enthält die aa
75-95 von gB (PKPPKPPRPAGDNATVAAGHA); HSV gBmut enthält die aa 75-95 von gB, besitzt
jedoch zwei Punktmutationen in der PBS-Region (PLPPLPPRPAGDNATVAAGHA). Das kürzere
HSV gBk-Peptid verfügt über die aa 81-95 von gB (PRPAGDNATVAAGHA) und hat somit keinen
PBS-Bereich mehr. Die Kontrollpeptide für DR1 und DR4 sind MAT/A und MAT/T aus dem Influ-
enzavirus-Matrixprotein. Das Kontrollpeptid für DR3 ist Momp, ein antigenes Peptid aus dem




Bei allen drei getesteten DR-Allotypen ist kein Unterschied im Bindungsverhalten vom 
HSV gB- und HSV gBmut-Peptid zu sehen. Das kürzere HSV gBk-Peptid bindet schlechter 
an DR1 und DR3 als die beiden anderen HSV gB-Peptide, aber alle HSV gB-Peptide 
binden schlechter als die bei DR3 und DR1 verwendeten Kontrollpeptide. Das HSV gBk-






binden jedoch alle verwendeten Peptide -auch das Kontrollpeptid MATT und das HSV gBk-
Peptid- mit nahezu gleicher Affinität an das DR4-Molekül. Das Bindungsverhalten der 
Peptide in vitro entspricht nicht dem der Ii/gB-Chimären, die einen deutlichen Unterschied 
zwischen ursprünglicher und mutierter PBS-Sequenz aufzeigen. Die schlechte Bindung des 
HSV gBk-Peptids an DR1 und DR3 kann zwar durch das Fehlen der PBS-Region erklärt 
werden, aber bei der Bindung an DR4 scheint die PBS-Region überhaupt keine Rolle zu 
spielen. Peptide müssen eine Mindestlänge haben, um an MHC Klasse II-Moleküle binden 
zu können. Da alle verwendeten Peptide diese Mindestlänge überschreiten, kann das 
unterschiedliche Bindungsverhalten auch nicht auf die Länge des Peptids zurückgeführt 
werden. 
 
3.7 Bindung in vivo generierter gB-Peptide an DR-Moleküle 
 
Bei den Peptidbindungsstudien war die Sequenz der HSV gB-Peptide vorgegeben. Nun 
sollte in einem in vivo Experiment untersucht werden, ob nach intrazellulärer 
Prozessierung von gB Peptide entstehen, die mit Klasse II-Molekülen assoziieren und 
einen SDS-stabilen Komplex bilden. Dazu wurden COS7-Zellen mit der DNA für DR1 
und gB bzw. Ii transfiziert. Nach Prozessierung der Ii entstehen CLIP-Peptide (class II-
associated invariant chain peptides), die mit DR1-Molekülen SDS-stabile Dimere bilden. 
Deshalb diente die Transfektion mit Ii als Positivkontrolle. Die transfizierten COS7-Zellen 
wurden anschließend 35 min radioaktiv markiert und dann 5 h kultiviert, um die Bildung 
von stabilen DR-Komplexen zu ermöglichen. In einer darauffolgenden Immunpräzipitation 
erfolgte die Isolation der DR1-Dimere über die mAb ISCR3 und I 251 SB. Die Präzipitate 
wurden in nicht-reduzierendem Probenpuffer aufgenommen und dann gekocht (5 min 95 
°C) oder nicht-gekocht auf ein SDS-Gel aufgetragen. Durch das Kochen zerfällt der stabile 
Komplex in α- und β-Kette. SDS-PAGE Analysen haben gezeigt, dass stabile DR1-
Komplexe in Abhängigkeit vom gebundenen Peptid unterschiedliche Konformationen 
eingehen können (Georges et al.; 2000). Das Molekulargewicht der stabilen DR1-
Komplexe reicht daher über mehrere kDa. 
Abb.7 zeigt die nach der Transfektion isolierten DR1-Dimere. Sehr deutlich sind die 
stabilen DR1-Komplexe aus der Kotransfektion mit Ii zu sehen. Die Gel-Bande dieser 
DR1/CLIP Komplexe läuft bei ca. 57 kDa. Nach dem Kochen zerfällt der Komplex in α- 






an Intensität zu. Die DR1-Transfektion zeigt, dass DR1-Moleküle ohne Ii geringe Mengen 
endogener Peptide binden und mit diesen ebenfalls einige stabile Komplexe bilden können. 
Ihr Molekulargewicht liegt bei ca. 52 kDa. Auch die Kotransfektion mit gB weißt geringe 
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Abb.7  SDS-stabile DR1-Dimere nach Transfektion von COS7-Zellen 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-DR, anti-Ii und anti-gB Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Nach 35 Minuten radioaktiver Markierung 
wurden die transfizierten COS7-Zellen für weitere 5 Std. kultiviert. Für die 
anschließende anti-gB Präzipitation wurde der anti-His Antikörper verwendet, für die 
Präzipitation der DR Moleküle die mAbs ISCR3 und I 251 SB und für die Isolation von Ii 
die mAbs In-1 und MAR 18.5. Die Präzipitate wurden in nicht-reduzierendem 
Probenpuffer aufgenommen und anschließend gekocht (5 min 95 °C) bzw. nicht 
gekocht. Die Größen des Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. 
Die Positionen von gB, Ii, DR α und DR β sind durch Pfeile markiert. Die Lage der SDS-
stabilen Dimere ist links durch eine Klammer angezeigt. 
 
 
3.8 Einfluss von DR-Molekülen auf die Halbwertszeit von gB 
 
Da trotz Assoziation von gB und DR1 keine eindeutig stabilen DR-Peptid-Komplexe 
entstehen, ist fraglich ob beide Proteine überhaupt das ER verlassen und in die für die 






deshalb untersucht werden, inwiefern sich gB und DR gegenseitig beeinflussen. Durch 
eine Kotransfektion von gB- und DR1-DNA in COS7-Zellen wurde zunächst geprüft, ob 
DR1 Einfluss auf die Halbwertszeit von gB hat. Hierzu wurden die transfizierten Zellen 
nach einer 35 minütigen Markierung mit [35S]-Methionin für verschiedene chase-Zeiten 
weiterkultiviert. Nach Lyse der Zellen erfolgte eine Immunpräzipitation gegen gB und DR. 
Die Intensität der gB-Banden im SDS-Gel in Abb.8 wurde densitometrisch gemessen. Die 
gB-Menge nach 4 h wurde jeweils mit 100% festgelegt, woraus sich die gB-Menge nach 8 
h und 24 h ermitteln lässt. Im SDS-Gel wird deutlich, dass die Expression von gB alleine 
stärker ist als die von gB nach Kotransfektion mit DR1. Wie jedoch aus dem SDS-Gel und 
der unteren Grafik in Abb.8 deutlich wird, besitzt das gB in Anwesenheit von DR1 eine 
längere Halbwertszeit. Bei alleiniger Expression hat gB eine Halbwertszeit von ca. 8 h. In 
Anwesenheit von DR1 sind nach 8 h noch etwa 80% der gB-Menge vorhanden. Die 
längere Halbwertszeit von gB kann durch dessen Retention im ER über DR1 zustande 
kommen. Möglich ist jedoch auch ein durch DR1 gesteuerter Transport direkt zur 








































Abb.8  Einfluss von HLA-DR1 auf die Halbwertszeit von gB 
 
COS7-Zellen wurden transfiziert mit gB- bzw. DR1- und gB-DNA. Nach 
radioaktiver Markierung mit [35S]-Methionin wurden die Zellen über 
verschiedene chase-Zeiten weiterkultiviert. Für die anschließende gB-
Präzipitation wurde der anti-His Antikörper verwendet. Zwecks Kontrolle der 
DR1-Expression wurde eine IP gegen DR mit dem mAb ISCR3 
durchgeführt, die aber nicht im SDS-Gel (12%ig) dargestellt ist. Man sieht 
jedoch schwach die über gB kopräzipitierte DR α- und DR β-Kette, deren 
Positionen durch Pfeile markiert sind. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Position von 
gB ist ebenfalls durch einen Pfeil markiert. Nach densitometrischer 
Bestimmung der gB-Banden im SDS-Gel konnte die Halbwertszeit von gB 
berechnet werden. Die untere Grafik zeigt die Halbwertszeit von gB alleine 









3.9 Transport von gB aus dem ER in den Golgi-Komplex 
 
Da die Koexpression von HLA-DR1 die Halbwertszeit von gB verlängert, sollte nun mit 
Hilfe eines Endoglykosidase H Verdaus überprüft werden, ob gB in Anwesenheit von DR1 
aus dem ER transportiert oder dort zurückgehalten wird. Die Anhängung von N-
gebundenen Zuckerresten an Proteine erfolgt im ER. Beim intrazellulären Transport der 
Proteine durch den Golgi-Komplex werden die Zuckerseitenketten modifiziert. Der 
Transport zum Trans-Golgi kann dadurch gezeigt werden, dass N-gebundene Zuckerreste 
Endoglykosidase H (Endo-H) resistent werden, d.h. die Zuckerreste sind im medialen bzw. 
Trans-Golgi so modifiziert worden, dass ihre Abspaltung durch Endo-H nicht mehr 
möglich ist. Bei Proteinen, die das ER noch nicht verlassen haben, die also noch Endo-H 
sensitiv sind, zeigt sich beim Verdau mit Endo-H eine Größenabnahme um ca. 2,5-3 kDa 
pro N-gebundenem Zuckerrest. Für den Endo-H Verdau wurden die mit DR1 und gB bzw. 
nur mit gB transfizierten COS7-Zellen zunächst radioaktiv markiert, zum einen Teil direkt 
lysiert oder aber für einen chase von 16 h weiterkultiviert. Nach Lyse der Zellen erfolgte 
eine Immunpräzipitation gegen gB und DR. Nach Halbierung der Präzipitate wurde eine 
Hälfte mit Endo-H verdaut. Hierzu wurden die Präzipitate zunächst in Tris/EDTA-Puffer 
resuspendiert und anschließend mit oder ohne 5 mU Endo-H für 2 h bei 37 °C inkubiert. 
Nach Aufnahme in reduzierendem Probenpuffer und Erhitzen für 5 min bei 95 °C wurden 
die Präzipitate in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
In Abb.9 sind nach Koexpression mit DR1 Endo-H resistente und sensitive Formen von 
gB als Bande im SDS-Gel zu sehen. Unmittelbar nach der Synthese von gB im ER ist das 
Protein noch sensitiv gegenüber Endo-H, was durch die Größenabnahme der gB-Bande im 
Gel deutlich wird. Nach einem chase von 16 h treten jedoch Endo-H resistente gB-
Moleküle auf, deren Bande im SDS-Gel keine Reduktion im Molekulargewicht zeigt. Also 
finden sich nach 16 h reife gB Moleküle, die das ER verlassen haben und den Trans-Golgi 
passiert haben. In der Kopräzipitation über DR sind keine Endo-H resistenten gB-Formen 
zu erkennen, da das Signal zu schwach ist. Auch bei alleiniger Expression von gB (Daten 
nicht gezeigt) finden sich nach einem chase von 16 h Endo-H resistente gB-Moleküle. Der 
Transport von gB aus dem ER wird folglich nicht durch DR1-Moleküle gestört. 
Möglicherweise können einige gB-Moleküle im ER zurückgehalten werden, der Großteil 
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Abb.9  Endo-H Verdau von gB transfizierten COS7-Zellen  
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-DR und anti-gB Immunpräzipitaten 
nach transienter Expression in COS7-Zellen. Nach radioaktiver 
Markierung wurden die transfizierten COS7-Zellen direkt lysiert oder für 
weitere 16 Std. kultiviert. Anschließend erfolgte die Isolation von gB direkt 
über den anti-His Antikörper oder indirekt über den mAb ISCR3, der 
gegen DR-Moleküle gerichtet ist. Die Präzipitate wurden in Tris/EDTA-
Puffer resuspendiert und zur Hälfte mit 5mU Endo-H verdaut. Dann 
wurden die Proben in reduzierendem Probenpuffer aufgenommen, 5 min 
bei 95 °C erhitzt und anschließend in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Position von gB ist durch einen Pfeil angedeutet. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. 
 
 
3.10 Nachweis von gB- und DR-Molekülen an der Oberfläche transfizierter COS7-
Zellen 
 
Wie zuvor gezeigt werden konnte, bewirkt HLA-DR1 keine Retention von gB im ER. Mit 
Hilfe der Oberflächenbiotinylierung kann nun überprüft werden, ob gB in Koexpression 
mit DR1 an die Zelloberfläche gelangt. Hierzu wurden COS7-Zellen mit der gB- und DR1-
DNA transfiziert. Die Synthese der Proteine wurde nach radioaktiver Markierung direkt 
durch eine IP gegen DR und gB überprüft, was in Abb.10 (A) dargestellt ist. DR1 und gB 
werden exprimiert und assoziieren miteinander. 1x106 dieser transfizierten COS7-Zellen 
wurden für die Oberflächenbiotinylierung eingesetzt. Dazu wurden die Zellen in 
Biotinylierungspuffer resuspendiert und anschließend für 15 min mit Biotin markiert. Die 
Biotinylierung konnte durch Zugabe einer 100 mM Ammoniumchlorid-Lösung gestoppt. 
Nach Lyse der Zellen erfolgte eine IP gegen DR und gB. Die Präzipitate wurden in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Blotten auf eine PVDF-Membran, konnten die 






gekoppelten Antikörper nachgewiesen werden. In Abb.10 (B) ist auf der rechten Seite das 































Abb.10  Oberflächenbiotinylierung DR1- und gB-transfizierter COS7-Zellen 
 
Die linke Hälfte A der Abb.10 zeigt eine SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-DR 
und anti-gB Immunpräzipitaten nach transienter Expression in COS7-Zellen und 
radioaktiver Markierung. Für die gB-Präzipitation wurde der anti-His Antikörper 
verwendet, für die Präzipitation der DR-Moleküle der mAb ISCR3. Die Größen 
des Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Positionen 
von gB, DR α und DR β sind durch Pfeile markiert. Die rechte Hälfte B der 
Abb.10 zeigt einen Western blot nach Oberflächenbiotinylierung der 
transfizierten COS7-Zellen. Hierzu wurde ein Teil der transfizierten COS7-
Zellen an der Oberfläche mit Biotin markiert, anschließend lysiert und in eine IP 
gegen gB und DR eingesetzt. Die biotinylierten Präzipitate wurden in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt, dann auf eine PVDF-Membran geblottet und 
anschließend durch eine Färbung mit einem anti-Biotin-HRP gekoppelten 
Antikörper nachgewiesen. Die Molekulargewichtsstandards sind links in kDa 
angegeben. Die Positionen von gB, DR α und DR β sind rechts durch Pfeile 





Sehr deutlich sind in der DR-Präzipitation die beiden Ketten von DR1 zu sehen. DR-
Moleküle gelangen auch ohne Ii an die Zelloberfläche, was durch ein Einfachtransfektion 
mit DR1 überprüft wurde (Daten nicht gezeigt). In der gB-Präzipitation sieht man, dass 
auch gB an die Zelloberfläche gelangt. Die gB-Menge auf der Oberfläche der transfizierten 







Proteine (B) zeigen ein etwas größeres Molekulargewicht als die radioaktiv markierten 
Proteine (A), was durch die Biotinylierung zustande kommt. 
Bei der Koexpression von gB und DR-Molekülen konnte bisher nur ein Einfluss auf die 
Halbwertszeit von gB festgestellt werden. Weder der Export aus dem ER noch der 
Transport zur Zelloberfläche wird durch DR-Moleküle behindert. Da die Assoziation 
zwischen gB und DR-Molekülen bisher nur mit einem gB-Stamm untersucht wurde, 
sollten in den folgenden Experimenten auch gBs anderer HSV-1 Stämme getestet werden. 
 
3.11 Sequenzvergleich von gB in verschiedenen HSV-1 Stämmen 
 
Das Glykoprotein B gehört zu den am stärksten konservierten Herpesvirus-Proteinen. 
Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch andere HSV-1 Stämme das potentielle Klasse 
II-Bindungsmotiv besitzen. Der komplette Sequenzvergleich der gBs findet sich im 




Stämme 60          70  80  90 aa  
 
 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
gB 17  ..GAPPTGDPKPK KNKKPKPPKP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB ANGpath ..GAPPTGDPKPK KNKKPKPPKP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB F  ..GPAPTGDTKPK KNKKPKNPPP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB Miyama ..GPAPTGDTKPK KNKKPKNPPP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB KOS ..GAAPTGDPKPK KNKKPKNPTP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB Patton ..GAAPTGDPKPK KNKKPKNPTP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
gB HSZP ..GAAPTGDPKPK KNKKPKNPTP PRPAGDNATV AAGHATLREH. 
 
  
Abb.11  gB Sequenzvergleich verschiedener HSV-1 Stämme 
Der rot markierte Bereich kennzeichnet die PBS-Region, der unterstrichene Bereich die 
potentielle Klasse II-Bindungsstelle. Der verwendete Stamm 17 hat im Vergleich zu dem in der 
Datenbank veröffentlichten Stamm 17 eine Punktmutation an Position 73: R73/K73 (fett 




Wie aus der Abb.11 ersichtlich ist, besitzen alle gBs das identische DR1-Bindungsmotiv 
mit der davor liegenden Spacer-Region (PRP). Die PBS aller HSV-1 Stämme verfügt über 






Prolinrest an Position 78aa. Lediglich der Stamm ANGpath besitzt die gleiche PBS-
Sequenz wie Stamm 17. Die Sequenzen von gB ANGpath und die von gB 17 sind nahezu 
identisch. Nur an Position 285aa und 855aa unterscheiden sich ihre Aminosäurereste. 
 
3.12 Assoziation zwischen gBs verschiedener HSV-1 Stämme und DR-Molekülen 
 
Da sich die potentielle Klasse II-Bindungssequenz der gBs aus verschiedenen HSV-1 
Stämmen in der PBS-Region unterscheidet, wurden zusätzlich die gBs der Stämme 
ANGpath und KOS auf ihre Assoziation mit HLA-DR Molekülen getestet. Nach ihrer 
Amplifizierung wurde die jeweilige gB-DNA -wie zuvor die des Stammes 17- in den 
pcDNA3.1(-)Myc/HisA Vektor kloniert. Die Expression der gBs erfolgt ebenfalls mit 
einem C-terminalen His-Tag, über den sie dann in einer Immunpräzipitation mit einem 
anti-His Antikörper isoliert werden können. Auch diesmal wurde die Assoziation in COS7-
Zellen untersucht. In Abb.12 wird gezeigt, dass auch gBs anderer HSV-1 Stämme an DR1- 



























































































Abb.12  Assoziation von gBs verschiedener HSV-1 Stämme mit DR-Molekülen 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-gB und anti-DR Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Die transfizierten Zellen wurden für 35 min 
radioaktiv markiert und dann in eine IP eingesetzt. Für die gB-Präzipitation wurde der 
anti-His Antikörper verwendet und für die von DR der mAb ISCR3. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Positionen von gB, 
DR α und DR β sind links markiert. 
 
 
Die gBs der Stämme KOS und ANGpath assoziieren ebenso wie gB 17 mit DR1- und 
DR3-Molekülen. Aufgrund der großen Homologie zwischen den gBs, ist auch ein gleiches 
Bindungsverhalten zu erklären. 
In Maus-Infektionsversuchen konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die HSV-1 Stämme 
in ihrer Pathogenität gegenüber Mäusen unterscheiden, was wiederum auf das gB 
zurückzuführen ist. Der Stamm ANGpath besitzt eine hohe Pathogenität, wohingegen der 
Stamm KOS nur in geringem Maße pathogen ist. Wird das gB von ANGpath gegen das gB 
von KOS ausgetauscht, so verringert sich die Pathogenität des rekombinanten Virus 
(Kostal et al., 1994). 
Die Empfindlichkeit von Inzucht-Mausstämmen gegenüber HSV-1 ist ebenfalls 






Infektionen, wohingegen BALB/c (H-2d), AKR (H-2k) und DBA (H-2d) Mäuse sehr 
empfindlich reagieren (Lopez 1975). Ob die unterschiedliche Pathogenität verschiedener 
HSV-1 Stämme und die unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Mausstämme 
möglicherweise auf einer Assoziation mit MHC Klasse II-Molekülen beruht, sollte in den 
folgenden Untersuchungen geklärt werden 
 
3.13 Bindung von gB KOS und gB ANGpath an Maus Klasse II-Moleküle 
 
Da die potentielle Klasse II-Bindungsstelle von gB auch ein schwaches Bindungsmotiv für 
IAk-Moleküle enthält, und Mäuse diesen Haplotyps sensitiv auf HSV-1 Infektionen 
reagieren, wurde in den folgenden Untersuchungen mit IAk-Molekülen und den gBs von 
KOS und ANGpath gearbeitet. Die Assoziation wurde in transfizierten COS7-Zellen 
untersucht. Wie aus Abb.13 deutlich wird, binden gB KOS und gB ANGpath auch an das 
IAk Maus Klasse II-Molekül. Die Kopräzipitation von IAk über gB ist -wie im Fall von 

















































Abb.13  Bindung von gB KOS und gB ANGpath an IAk 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-gB und anti-IAk Immunpräzipitaten 
nach transienter Expression in COS7-Zellen. Die transfizierten Zellen 
wurden für 35 Minuten radioaktiv markiert, anschließend lysiert und dann 
in eine IP eingesetzt. Für die Präzipitation von gB wurde der anti-His 
Antikörper verwendet und für die von IAk der mAb 10.2-16. Die Größen 
des Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die 
Positionen von gB, IAk α und IAk β sind links durch Pfeile markiert. 
 
 
3.14 Assoziation zwischen chimären Ii/gB-Konstrukten und IAk-Molekülen 
 
Um die Bindungseigenschaften von gB-Fragmenten (75-92aa) verschiedener HSV-1 
Stämme gegenüber Maus Klasse II-Molekülen zu testen, wurde neben den bereits 
bestehenden Ii/gB-Chimären (Ii/gB und Ii/gBmut) noch ein Ii/gBNT-Konstrukt hergestellt. 
Ii/gB enthält die gB-Region mit der potentiellen Klasse II-Bindungsstelle aus dem HSV-1 
Stamm 17, der in diesem Bereich identisch ist zum Stamm ANGpath 
(PKPPKPPRPAGDNATVAA). Ii/gBmut entspricht Ii/gB mit zusätzlichen Mutationen in 
der PBS-Region (PLPPLPPRPAGDNATVAA). Ii/gBNT wurde auf die gleiche Weise 






sich innerhalb der PBS-Region durch ein Asparagin (N) und ein Threonin (T) von den 
anderen Stämmen unterscheidet (PKNPTPPRPAGDNATVAA). Nach einer 
Kotransfektion dieser chimären Ii/gB-Konstrukte mit IAk-Molekülen zeigt sich, wie bereits 




















































Abb.14  Assoziation der Ii/gB-Chimären mit IAk-Molekülen 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-Ii und anti-IAk Immunpräzipitaten. Die COS7-
Zellen wurden mit IAk-DNA und den DNAs der verschiedenen Ii/gB Chimären (Ii/gB, 
Ii/gBNT und Ii/gBmut) transfiziert und anschließend für 35 min mit [35S]-Methionin 
markiert. Ii/gB enthält die Sequenz für die potentielle Bindungsstelle von gB 17 (= gB 
ANGpath) mit der PBS-Sequenz (PKPPKP), Ii/gBNT enthält die analoge Sequenz von 
gB KOS mit der PBS-Sequenz (PKNPTP) und Ii/gBmut entspricht Ii/gB mit einer 
mutierten PBS-Sequenz (PLPPLP). Für die Ii -Präzipitation wurden die mAbs In-1 und 
MAR 18.5  verwendet und für die von IAk der mAb 10.2-16. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Positionen der Ii/gB-
Konstrukte sind rechts und die von IAk α und IAk β sind links markiert. Alle Ii/gB-
Chimären zeigen zwei verschiedene Glykosylierungsformen. 
 
 
Sowohl Ii/gB als auch Ii/gBNT binden gut an IAk-Moleküle. Somit scheint auch die PBS-
Region von gB KOS funktionell zu sein, was auch durch die Assoziation von gB KOS mit 






Bindung bei, denn das Ii/gBmut-Konstrukt mit einer mutierten PBS-Region, assoziiert 
bedeutend schwächer mit IAk-Molekülen. Die Expression der Ii/gB-Chimären ist nahezu 
gleich stark, was durch die Präzipitation gegen Ii gezeigt wird. 
 
3.15 Konstruktion von gB ANGpath∆75-92 und gB ANGpathNT 
 
Ob die potentielle Klasse II-Bindungsstelle in gB einzigartig ist, oder ob auch noch 
zusätzliche Bindungsstellen vorhanden sind, kann mit Hilfe eines gB-Deletionskonstruktes 
ohne potentielle Bindungsstelle getestet werden (gB ANGpath∆75-92). 
Weiterhin sollte auch mit einem Austausch der potentiellen Bindungsregion von dem 
minder pathogenen Stamm KOS auf den hoch pathogenen Stamm ANGpath untersucht 
werden, ob die Substitution einen Einfluss auf die Assoziation hat (gB ANGpathNT). 
Beide Konstrukte wurden mit Hilfe einer Fusions-PCR (s. 2.1.6) hergestellt. Abb.15 a und 













3.PCR :  750 bp
p gB Age rev.
p gB Age rev.
Age I BamHI
2715 bp gB ANGpath
p gB rev.∆ 
p gB∆
1.PCR :  240 bp




Abb.15a  Prinzip der Fusions-PCR für gB ANGpath∆75-92 
 
Aus dem gB ANGpath wird der Bereich von 1-789 bp in 3 aufeinander folgenden PCR-
Reaktionen amplifiziert. Das 1.PCR-Produkt besitzt am 3’ Ende die Deletion, das 2. PCR-
Produkt hat die komplemetäre Deletion am 5’ Ende. In der 3. PCR dienen die beiden 
vorherigen PCR-Produkte als Template. Durch die beiden äußeren Primer erhält das 3. 
PCR-Produkt passende Schnittstellen, über die es in das gB ANGpath zurückkloniert 
werden kann. Durch die Deletion von 18 aa ist das 3. PCR-Fragment um 54 bp kürzer als 
der Ausgangsbereich. Die reversen Primer sind jeweils mit rev. abgekürzt. 
 
 












3.PCR :  804 bp
p gB Age rev.
p gB Age rev.
Age I BamHI
2715 bp gB ANGpath
p gBNT
1.PCR :  250 bp
2.PCR :  570 bp





X X  
 
Abb.15b  Prinzip der Fusions-PCR für gB ANGpathNT 
 
Bei der Erzeugung von gB ANGpathNT wurde nach dem gleichen Prinzip wie bei gB 
ANGpath∆75-92 vorgegangen. Die beiden inneren Primer enthalten jedoch keine 
Deletion sondern eine komplementäre Basensubstitution. Das 1. und 2. PCR-Produkt 
dienen wieder als Template für das 3. PCR-Produkt. Die beiden äußeren Primer 
besitzen die für die Rückklonierung geeigneten Schnittstellen (XhoI und AgeI).Das 3. 
PCR-Produkt hat nach dem Restriktionsverdau die gleiche Länge wie der 
Ausgangsbereich (804 bp). 
 
 
3.16 Assoziation von gB ANGpathNT und gB ANGpath∆75-92 mit IAk- und DR-
Molekülen 
 
Beide gB-Konstrukte wurden auf ihr Bindungsvermögen gegenüber IAk-Molekülen 
getestet. Dazu erfolgte eine Kotransfektion von COS7-Zellen mit der jeweiligen gB-DNA 
und der IAk-DNA. In Abb.16 wird gezeigt, dass sowohl gB ANGpathNT als auch gB 


































































Abb.16  Bindung von gB ANGpath-Konstrukten an IAk 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-gB und anti-IAk Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Die transfizierten COS-Zellen wurden 
für 35 min radioaktiv markiert und anschließend lysiert. Für die gB-Präzipitation 
wurde der anti-His Antikörper verwendet und für die von IAk der mAb 10.2-16. 
Die Größen des Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. 
Die Positionen der gB-Konstrukte, IAk-α und IAk-β sind links markiert. Das 
Deletions-Konstrukt läuft aufgrund des geringeren Molekulargewichtes etwas 
tiefer als gB ANGpathNT. 
 
 
Das Bindungsverhalten der gB ANGpath-Konstrukte wurde anschließend auch gegenüber 



























































































































Abb.17  Bindung der gB ANGpath-Konstrukte an DR-Moleküle 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-gB und anti-DR Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Nach radioaktiver Markierung wurden 
die transfizierten COS-Zellen lysiert und das Lysat in eine IP eingesetzt. Für die 
gB-Präzipitation wurde der anti-His Antikörper verwendet und für die Isolation 
von DR der mAb ISCR3. Die Größen des Molekulargewichtsstandards sind 
rechts in kDa angegeben. Die Positionen der gB-Konstrukte, DR-α und DR-β 
sind links markiert. 
 
 
Da neben IAk- auch DR1-und DR3-Moleküle an das gB-Deletionskonstrukt binden 
können, sind vermutlich mehrere Bindungsstellen im gB vorhanden, die für die 
Assoziation mit humanen und Maus Klasse II-Molekülen verantwortlich sind. 
 
3.17  Ii und gB ANGpath binden nach Kotransfektion an IAk-Moleküle 
 
Mit Hilfe von Kompetitionsversuchen sollte festgestellt werden, ob gB in Konkurrenz zur 
Ii steht und diese bei der Bindung an Klasse II-Moleküle verdrängen kann. Dazu wurden 
COS7-Zellen mit variierenden Mengen an gB ANGpath- bzw. Ii-DNA und einer 






Immunpräzipitation in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Um eine konstante DNA-
Gesamtmenge von 1,6 µg pro Transfektion (Menge nach Optimierung) zu erhalten, wurde 
jeweils mit Leervektor (pcDNA3.1(-)Myc/HisA bei gB bzw. pcEXV3 bei Ii) aufgefüllt. 
Die über IAk-kopräzipitierte Ii- und gB-Proteinmenge wurde analysiert. Abb.18 zeigt eine 
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Abb.18  Bindung von Ii und gB ANGpath an IAk-Moleküle bei steigender gB 
ANGpath-DNA Menge 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-His,anti-Ii und anti-IAk Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Die DNA-Mengen von IAk und Ii waren jeweils 
konstant, die von gB ANGpath wurde wie oben angegeben variiert. Um eine konstante 
DNA-Menge/Transfektion einzusetzen, wurde mit Leervektor entsprechend aufgefüllt. 
Die transfizierten COS-Zellen wurden radioaktiv markiert und anschließend in eine IP 
gegen gB, IAk und Ii eingesetzt.gB wurde über den anti-His Antikörper isoliert, Ii über 
die mAbs In-1 und MAR 18.5 und IAk über den mAb 10.2-16. Die Größen des 
Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die Positionen von gB, Ii, 
IAk-α und IAk-β sind durch Pfeile markiert. 
 
 
Mit zunehmender Menge an gB ANGpath-DNA steigt auch die Expressionsrate von gB, 
was durch die anti-His Präzipitation gegen gB/His deutlich wird. Auch die Menge an 






anti-IAk-Präzipitation deutlich wird. Die Expressionsrate der Ii ist konstant, wie die anti-Ii-
Präzipitation zeigt. Die über IAk koisolierte Ii-Menge ist ohne gB am höchsten, verringert 
sich aber bereits nach Zugabe von 0,2 µg gB ANGpath-DNA und bleibt dann nahezu 
konstant. 
In Abb.19 ist eine Kotransfektion von COS7-Zellen mit konstanter Menge an IAk- und gB 
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Abb.19  Bindung von Ii und gB ANGpath an IAk bei steigender Ii-DNA Menge 
 
SDS-PAGE (12% iges Gel) von anti-His,anti-Ii und anti-IAk Immunpräzipitaten nach 
transienter Expression in COS7-Zellen. Die DNA-Mengen von IAk und gB ANGpath 
waren jeweils konstant, die von Ii wurde wie oben angegeben variiert. Um eine 
konstante DNA-Menge/Transfektion einzusetzen, wurde mit Leervektor entsprechend 
aufgefüllt. Nach radioaktiver Markierung der transfizierten COS-Zellen wurden diese in 
eine IP gegen gB, IAk und Ii eingesetzt. gB konnte über seinen His-Tag mit einem anti-
His Antikörper isoliert werden. Für die Präzipitation von IAk wurde der mAb 10.2-16 
eingesetzt und für die Isolation von Ii wurden die mAbs MAR 18.5 und In-1 verwendet. 
Die Größen des Molekulargewichtsstandards sind rechts in kDa angegeben. Die 
Positionen von gB, Ii, IAk α und IAk β-Kette sind durch Pfeile markiert. 
 
 
Trotz zunehmender Menge an Ii-DNA bleibt die über IAk kopräzipitierte gB ANGpath-
Menge konstant. Die Expressionsrate der Ii steigt mit zunehmender Ii-DNA Menge, die 






zunehmender Ii-Expression an. Sie kann jedoch nicht gB ANGpath bei der Bindung an 
IAk-Moleküle verdrängen. 
 
3.18 Einfluss von gB auf die HEL-Antigenpräsentation in COS7-Zellen 
 
Da bis auf die Ii/gBmut-Chimäre alle in dieser Arbeit erzeugten gB-Konstrukte gut an IAk-
Moleküle binden, sollte nun getestet werden, ob die Konstrukte über die Assoziation mit 
Klasse II-Molekülen in die für die Antigenprozessierung und -präsentation wichtigen 
Kompartimente gelangen und die Funktion der Ii übernehmen können. Hierzu wurden 
COS7-Zellen mit der IAk-DNA und der des jeweiligen gB-Konstruktes transfiziert. 
Anschließend wurden die transfizierten Zellen mit dem HEL-Protein oder dem HEL-
Peptid48-61 gefüttert und dann für 48 h mit den spezifischen IAk-restringierten T-Zellen 
(3A9-Zellen spezifisch für das HEL-Peptid48-61) inkubiert. Die Proliferation der T-Zellen 
wurde indirekt über ihre IL-2 Produktion gemessen. Für die Präsentation des HEL-Peptids 
wird die Ii benötigt. In Abb. 20 ist die Proliferation von IL-2 abhängig wachsenden CTLL-
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Abb.20  Proliferation HEL-spezifischer T-Zellen nach Antigenpräsentation auf  
COS7-Zellen 
  
5x104 COS7-Zellen wurden 24 h nach der Kotransfektion für weitere 24 h mit dem HEL-
Protein gefüttert. Als Kontrolle für eine vergleichbare IAk-Oberflächenexpression diente 
eine 2 stündige Inkubation mit dem HEL-Peptid48-61. Anschließend wurden pro Ansatz 
5x104 3A9 T-Zellen (IAk-restringiert und spezifisch für das HEL-Peptid 48-61) für 48 h 
hinzugegeben. 100 µl des Überstandes wurden dann zu 1x104 CTLL-2 Zellen pipettiert, die 
in Anwesenheit von IL-2 proliferieren. Die CTLL-2 Proliferation wurde durch den Einbau 
radioaktiven [3H]-Thymidins gemessen. Die Konzentration der Antigene ist oben aufgeführt. 
 
 
Wie aus dem Balkendiagramm deutlich wird, ist die T-Zellproliferation nach 
Peptidbeladung (gelbe Balken) aller IAk-transfizierten Zellen nahezu gleich. Das bedeutet, 
dass die Oberflächenexpression der IAk-Moleküle in allen Transfektionen nahezu konstant 
war. Die Ii/gB-Chimäre zeigt annähernd die gleiche HEL-Präsentation wie die Ii, kann 
diese folglich ersetzen. Trotz schwacher Bindung von Ii/gBmut an IAk-Moleküle ist auch 
hier eine HEL-Präsentation in geringerem Ausmaße vorhanden. Alle anderen gB-









Virale Genprodukte und deren Wirkung, die zu einer verminderten Antigenpräsentation 
durch MHC Klasse I-Moleküle führen, sind häufig beschrieben worden. Da aber besonders 
bei latent persistierenden Herpesviren, die jederzeit reaktiviert werden können, vor allem 
die CD4+T-Zellantwort eine Virusausbreitung im Wirt verhindert, werden hier auch virale 
Abwehrmechanismen vermutet, die Einfluss auf die Antigenpräsentation durch MHC 
Klasse II-Moleküle haben. Einige wenige wurden bereits beschrieben: 
Nach intraokularer Impfung verursacht HSV-1 Stamm F in BALB/c-Mäusen eine latente 
Infektion des Gehirns wohingegen HSV-1 Stamm KOS zu einer tödlichen Infektion führt. 
Im Falle von Stamm F zeigen die infizierten Hirnregionen eine normale Klasse II-
Expression auf der Zelloberfläche von Mikrogliazellen, Astrocyten und eingewanderten 
Makrophagen. Eine HSV-1 Infektion mit dem Stamm KOS hingegen zeigt eine 
vorwiegend intrazelluläre Lokalisation von Klasse II-Molekülen, was eine gestörte 
Antigenpräsentation vermuten lässt. Die genauen Ursachen der Klasse II-Retention 
konnten jedoch noch nicht ermittelt werden (Lewandowski et al., 1993). EBV, ein weiteres 
Herpesvirus, bindet über sein BZLF2-Protein an HLA-DR Moleküle und nutzt diese als 
Cofaktoren für eine Infektion von B-Zellen. Zwar bewirkt BZLF2 keine verminderte 
Klasse II-Oberflächenexpression, kann jedoch in vitro die MHC II-restringierte 
Antigenpräsentation unterdrücken. Die genaue Funktion von BZLF2 während einer EBV-
Infektion muss noch geklärt werden. (Spriggs et al., 1996). HCMV ist in der Lage, die 
IFN-gesteuerte Expression zellulärer Proteine zu beeinflussen. Es hemmt nicht nur die 
IFN-α stimulierte MHC Klasse I-Expression sondern auch die IFN-γ gesteuerte MHC 
Klasse II-Expression. Dies wird durch einen vermehrten Abbau zweier essentieller 
Komponenten der IFN-Signal-Transduktionskaskade (Janus Kinase 1 und p48) erreicht 
(Miller et al., 1998 und 1999). An diesen Beispielen wird deutlich, dass zwar einige 
Herpesviren die MHC II-Antigenpräsentation beeinflussen können, bisher aber nur sehr 
wenig über die Mechanismen und die viralen Genprodukte bekannt ist, die zu einer 






4.1 Assoziation zwischen gB und Klasse II-Molekülen verschiedenen Allotyps und 
unterschiedlicher Spezies 
 
In dem Glykoprotein B (gB) des Herpes Simplex Virus Typ 1 (Stamm 17) wurde ein 
Sequenz entdeckt, die identisch zu einer Sequenz innerhalb der Invarianten Kette (Ii) ist 
und dort für einen Bereich kodiert, der promiskuitive Bindungseigenschaften für MHC 
Klasse II-Moleküle aufweist. In beiden Sequenzen folgt hinter der promiskuitiven 
Bindungsstelle eine Region mit einem Bindungsmotiv für Klasse II-Moleküle, sodass der 
gesamte Bereich im gB der MHC Klasse II-Bindungsstelle der Ii ähnelt. 
In dieser Arbeit konnte mit Hilfe transient transfizierter COS7-Zellen gezeigt werden, dass 
gB sowohl mit humanen Klasse II-Molekülen verschiedenen Allotyps (DR1, DR3 und 
DR4) als auch mit Maus Klasse II-Molekülen (IAk) innerhalb des ERs assoziieren kann. 
Durch Studien mit Ii/gB-Chimären wurde deutlich, dass die potentielle Bindungsstelle von 
gB die Funktion der Ii-Klasse II-Bindungsstelle übernehmen kann. Da gB-
Deletionskonstrukte (gB∆75-92) ohne die potentielle Bindungsstelle noch mit Klasse II-
Molekülen assoziieren, sind vermutlich noch weitere Bindungsstellen innerhalb des gBs 
vorhanden. Die Sequenz, die für die promiskuitive Bindungsstelle (PBS) der Ii kodiert, ist 
sehr Prolin- und Lysinreich (PKPPKP). Da gB einen hohen Prolinanteil hat, finden sich 
innerhalb von gB noch einige PBS-ähnliche Motive, die ebenfalls Bindungseigenschaften 
besitzen könnten. 
Das gBs anderer HSV-1 Stämme (KOS, ANGpath) ebenfalls mit Klasse II-Molekülen 
assoziieren, ist durch die große Homologie zwischen den gBs der verschiedenen HSV-
Stämme zu erklären. Es stellt sich nun jedoch die Frage, welche Bedeutung die Assoziation 
zwischen Klasse II-Molekülen und HSV-1 gB hat? 
Die Interaktion zwischen gB und dem HVEM-Rezeptor (Herpes Virus Entry Mediator) auf 
T-Zellen und lymphoblastoiden B-Zellen führt zum Viruseintritt und somit zur Infektion 
dieser Zellen. Aber die Nutzung von Klasse II-Molekülen als Rezeptor, konnte bisher nur 
für das BZLF2-Protein von EBV beobachtet werden, einem 42 kDa Glykoprotein in der 
EBV-Hüllmembran (Spriggs et al., 1996). Da die vorwiegend von HSV infizierten 
Epithelzellen normalerweise keine Klasse II-Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimieren, 
scheidet hier auch das Klasse II-Molekül als Rezeptor für gB aus. Außerdem existieren 
noch 2 weitere Rezeptorfamilien über die HSV-1 verschiedenste Zelltypen infizieren kann. 
HCMV-Infektionen hemmen die IFN-γ induzierte Klasse II-Expression auf der Oberfläche 






Klasse I-Expression auf der Oberfläche der infizierten Zellen, die Klasse II-
Oberflächenexpression ist jedoch nicht verringert. In einigen Studien wurden ein 
Zusammenhang zwischen HSV-1 und einer induzierten HLA-DR Expression auf 
infizierten Korneazellen beobachtet (Young und Pepose, 1987; Tang et al., 1993). Hierbei 
scheint jedoch der Vorteil auf Seiten des Immunsystems zu liegen. Es konnte nämlich 
gezeigt werden, dass für die NK-zellvermittelte Lyse von HSV-infizierten Fibroblasten 
auch HLA-DR exprimierende Zellen benötigt werden (Oh et al., 1987; Howell und 
Fitzgerald-Bocarsly, 1991). Die Lyse HSV-1 infizierter Makrophagen und Monocyten ist 
ebenfalls HLA-DR restringiert und wird durch CD4+cytotoxische T-Zellen hervorgerufen 
(Torpey et al., 1989). Mit Hilfe DR-exprimierender HSV-1 infizierter Keratinocyten hat 
man herausgefunden, dass vorwiegend Epitope aus den Glykoproteinen B, C und D für die 
Aktivierung cytotoxischer CD4+T-Zellen verantwortlich sind (Mikloska und Cunningham, 
1998). 
 
4.2 Bindungseigenschaften von gB75-95 
 
Viele CD8+T-Zellepitope sind in früh exprimierten HSV-1 Proteinen lokalisiert. In 
Mausstudien wurde gezeigt, dass gB auch ein Zielantigen für CD8+CTL ist. Das 
immundominante Epitop gB498-505 ist in der Lage 70-90% aller CD8+ HSV-1 spezifischen 
T-Zellen in H-2b Mäusen zu stimulieren (Wallace et al., 1999). H-2d restringierte CTLs 
erkennen Epitope in der immundominanten Region der aa 233-379 von gB (Hanke et al., 
1991). Antigene Domänen, die CD4+T-Zellepitope enthalten, sind über den gesamten 
extracytoplasmatischen Teil von gB verteilt und liegen oft innerhalb funktioneller 
Regionen. In der N-terminalen D1-Domäne (aa 31-220 bei Stamm F), die für den 
Viruseintritt in die Zelle verantwortlich ist und sowohl die Bindungsstelle für 
Heparansulfat (aa 68-76) als auch die potentielle Klasse II-Bindungsregion (aa 75-92) 
beinhaltet, liegen Epitope für neutralisierende Antikörper (Pereira et al., 1989; Qadri et al., 
1991; Navarro et al., 1992; Laquerre et al., 1998). Beim Sequenzvergleich verschiedener 
gB-Stämme fallen -abgesehen von der Signalsequenz- zwei heterologe Bereiche innerhalb 
der D1-Domäne auf (aa 58-67 und aa 73-79). Gegen diese Bereiche existieren Stamm-
spezifische Antikörper, die nicht mit dem gB des Stammes KOS reagieren. Antikörper-
resistente Mutanten zeigen, dass jeweils ein Aminosäureaustausch innerhalb dieser 
Bereiche (aa 62, aa 77, aa 85) die Resistenz gegen neutralisierende Antikörper vermittelt 






bindet an die aa 62-95 und behindert die Viruspenetration und Virusausbreitung von Zelle 
zu Zelle (Highlander et al., 1988). Die potentielle Klasse II-Bindungsstelle liegt folglich in 
einer immundominanten Region und bietet Epitope für neutralisierende Antikörper. 
Deshalb wurde innerhalb dieser Arbeit die Peptid-Bindungseigenschaften von gB75-95 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das gB-Peptid zwar an verschiedene DR-
Allotypen auf der Zelloberfläche binden kann, die Kontrollpeptide aber meist eine bessere 
Bindung zu den jeweiligen DR-Molekülen aufweisen. Obwohl das gB-Peptid ein 
Bindungsmotiv für DR1-Moleküle besitzt, zeigt es keine stärkere Bindung zu DR1. Die 
promiskuitiv bindende Region scheint eine stabilisierende Wirkung auf die Bindung an 
DR1- und DR3-Moleküle auszuüben. Bei in vivo Experimenten mit gB- und DR1-
transfizierten COS-Zellen wurden keine bedeutenden Mengen an SDS-stabilen Klasse 
II/Peptid-Komplexen nachgewiesen, was eher auf eine schwache Bindung zwischen den 
generierten gB-Peptiden und DR1-Molekülen schließen lässt. Da COS-Zellen keine APCs 
sind, verfügen sie wahrscheinlich auch nicht über deren Reservoir an Proteasen. Der Pool 
antigener gB-Peptide der nach einer Prozessierung in COS-Zellen entsteht, wird sich aller 
Wahrscheinlichkeit nach von dem in APCs unterscheiden. Es ist daher fraglich, ob das gB-
Peptid75-95 überhaupt bei der Prozessierung in COS-Zellen entsteht. 
Damit gB prozessiert werden kann, muss es in die dafür verantwortlichen 
endosomalen/lysosomalen Kompartimente der Zelle gelangen. Möglicherweise wird gB 
innerhalb des ERs zurückgehalten. Die Halbwertszeit von gB wird durch die Anwesenheit 
von DR1 verlängert, was für eine Stabilisierung von gB durch die Bindung an Klasse II-
Moleküle spricht. Denkbar ist aber auch ein Transport in andere Kompartimente oder aber 
direkt zur Zelloberfläche, um der Erzeugung antigener Epitope zu entgehen. Deshalb 
wurde der Transport von gB näher untersucht. 
 
4.3 Transport von gB in Assoziation mit Klasse II-Molekülen 
 
Die durch Viren verursachte Retention und Degradation von Klasse I-Molekülen ist 
hinreichend bekannt. Für Klasse II-Moleküle wurde dieses Phänomen bisher nur vereinzelt 
beobachtet. Das US2-Protein von HCMV ist sowohl für die Degradation von Klasse I-
Molekülen als auch für die Degradation der HLA-DR α- und DM α-Kette verantwortlich 







Eine andere Studie hat gezeigt, dass nach intraokularer Impfung von BALB/c-Mäusen mit 
dem HSV-1 Stamm KOS eine intrazelluläre Akkumulation von Klasse II-Molekülen in den 
APCs der infizierten Hirnregion auftritt (Lewandowski et al., 1993). Ein virales 
Genprodukt, das für die Stamm-spezifische Akkumulation verantwortlich ist, wurde nicht 
gefunden. In dieser Arbeit konnte mit transient transfizierten COS7-Zellen und einer 
Oberflächenbiotinylierung gezeigt werden, dass Klasse II-Moleküle ohne gB und mit gB 
zur Zelloberfläche gelangen und nicht innerhalb der Zelle zurückgehalten werden. Dass ein 
geringer Anteil an Klasse II-Molekülen innerhalb der Zelle verbleibt, ist nicht 
auszuschließen, ihr Einfluss auf die Antigenpräsentation ist jedoch fraglich. Es ist bekannt, 
dass gB in der Zellmembran infizierter Zellen lokalisiert ist und für die Virusausbreitung 
von Zelle zu Zelle verantwortlich ist. Auch in transfizierten COS7-Zellen gelangt gB 
alleine und in Koexpression mit DR1-Molekülen an die Zelloberfläche. 
Wird die Glykosylierung von gB verhindert, gelangt es im Gegensatz zu gD und gC nicht 
an die Zelloberfläche und verhindert somit die Bindung von gB-spezifischen Antikörpern 
(Glorioso et al., 1983). Das unreife gB assoziiert für längere Zeit mit Calnexin im ER 
(Yamashita et al., 1996). In gB- und DR-transfizierten COS-Zellen finden sich nach einem 
chase von 16 Stunden Endo H-resistente Formen von gB, die vollständig glykosyliert sind 
und somit das ER verlassen haben. Die Zuckerseitenketten im gB haben keinen Einfluss 
auf die T-Zellerkennung (O’Donnell und Chan, 1991). 
gB- und DR-Moleküle werden folglich intrazellulär transportiert und gelangen zur 
Zelloberfläche transfizierter COS-Zellen. Ein Großteil von Klasse II-Molekülen und ein 
geringerer Anteil von gB wird auf der Oberfläche exprimiert. In HSV-1 infizierten Zellen 
verbleibt der Großteil von gB in der perinukleären Membran, die das Virustegument 
umschließt und somit die Virushülle bildet. In COS-Zellen verlässt gB ebenfalls das ER 
und verbleibt zum Großteil innerhalb der Zelle. Wahrscheinlich wird der überwiegende 
Teil von gB in der äußeren Kernmembran zu finden sein. Ob ein Teil von gB in die 
Prozessierungskompartimente gelangt und die Antigenpräsentation beeinflussen kann, 
wurde im folgenden untersucht. 
 
4.4 gB kann die Ii in der Antigenpräsentation nicht ersetzen 
 
Da gB ebenso wie die Ii mit Klasse II-Molekülen assoziiert, ist eine Konkurrenz um den 
gemeinsamen Bindungspartner nicht auszuschließen. Wenn gB die Ii verdrängen kann, 






von Kompetitionsversuchen konnte gezeigt werden, dass bei einer Koexpression von IAk, 
Ii und gB sowohl Ii als auch gB über IAk kopräzipitiert werden können. Bei erhöhter gB-
Expression kann jedoch die Ii als Bindungspartner für IAk nicht verdrängt werden. 
Umgekehrt konnte bei zunehmender Ii-Expression auch die Bindung zwischen IAk und gB 
nicht gänzlich aufgehoben werden. Dem transienten COS-System wird jedoch durch die 
Menge der transfizierten DNA Grenzen gesetzt. Da wahrscheinlich noch keine 
Absättigung der zur Verfügung stehenden Klasse II-Moleküle erreicht wurde, sind 
ausreichend IAk-Moleküle vorhanden, die entweder mit Ii oder mit gB assoziieren können. 
Deshalb wurde der direkte Einfluss von gB auf die Antigenpräsentation untersucht. Mit 
Hilfe eines Antigenpräsentationsversuches in COS7-Zellen konnte gezeigt werden, dass gB 
in der Ii-abhängigen Antigenpräsentation des HEL-Peptids48-61 nicht deren Funktion 
übernehmen kann. Hierbei unterscheiden sich auch nicht die gBs verschiedener HSV-1 
Stämme. Lediglich die Ii/gB-Chimäre ist in der Lage, die Präsentation des HEL- 
Peptids48-61 zu ermöglichen. Ob gB selbst für die mangelnde Antigenpräsentation 
verantwortlich ist oder nur die fehlende Ii, müsste noch in einer Kotransfektion von Ii und 
gB getestet werden. 
Es konnten also bisher keine Hinweise dafür gefunden werden, dass sich gB durch die 
Assoziation mit Klasse II-Molekülen einen Vorteil gegenüber dem Immunsystem 
verschafft, obwohl Klasse II-Moleküle für die Präsentation zahlreicher gB-Epitope 
verantwortlich sind. 
 
4.5 gBs verschiedener HSV-1 Stämme assoziieren mit humanen und Maus Klasse II-
Molekülen 
 
In Mausinfektionsversuchen konnte gezeigt werden, dass verschiedene HSV-1 Stämme 
innerhalb eines Maus-Haplotyps einen unterschiedlichen Krankheitsverlauf zeigen. HSV-1 
Stamm KOS verursacht nach intraokularer Impfung in BALB/c-Mäusen (H-2b) eine 
tödlich verlaufende Infektion, wohingegen der Stamm F nur eine latente Infektion des 
Gehirns verursacht (Lewandowski et al., 1993). Aus einem ursprünglich nicht pathogenem 
HSV-1 Stamm ANG ist nach mehreren intrazerebralen Passagen ein pathogener Stamm 
ANGpath entstanden, der DBA/2-Mäuse (H-2d) nach intraperitonealer Infektion bereits in 
geringen Mengen tötet (Kaerner et al., 1983). Im Gegensatz zu dem pathogenen Stamm 
ANGpath verläuft eine Infektion mit dem Stamm HSZP in adulten DBA/2-Mäusen 






Stamm KOS nur eine geringe Pathogenität im Gegensatz zum Stamm ANGpath (Koštál et 
al., 1994). Wie anhand dieser Beispiele deutlich wird, zeigen nicht nur unterschiedliche 
HSV-1 Stämme verschiedene Virulenzen, sondern auch die Maus-Inzuchtstämme 
unterscheiden sich in ihrer Empfindlichkeit gegenüber verschiedenen HSV-1 Stämmen. 
Während C57BL/6-Mäuse (H-2b) resistent gegen verschiedene HSV-1 Stämme sind, 
zählen DBA- (H-2d), AKR-(H-2k) und BALB/c-Mäuse (H-2d) zu den empfindlichen 
Inzuchtstämmen (Lopez et al., 1975). 
Welche Faktoren zu einer Neuroinvasion, also einer Ausbreitung über das ganze Gehirn 
und somit zu einer Enzephalitis führen, sind nicht genau bekannt. Im Mausmodell konnte 
jedoch gezeigt werden, dass gB und gD die Neuroinvasion beeinflussen. Die Stämme ANG 
und KOS zeigen in Mäusen keine Neuroinvasion, das heißt sie vermehren sich nur 
innerhalb der Ganglien und peripheren Nerven sowie am primären Infektionsort im 
Körper. Ein einzelner Aminosäureaustausch in gD und gB führt zur Neuroinvasion (Izumi 
und Stevens, 1990; Yuhasz und Stevens, 1993). Viele Mausstudien haben auch gezeigt, 
dass gemischte Infektionen mit verschiedenen HSV-1 Stämmen zu einem schwereren 
Krankheitsverlauf führen. Es finden sowohl Komplementations- als auch 
Rekombinationsereignisse statt, die zu rekombinanten Stämmen mit einer größeren 
Virulenz führen. Auch hierbei scheint gB eine Rolle zu spielen (Lingen et al., 1997). Der 
Austausch von gB eines pathogenen Stammes (ANGpath) gegen das gB eines nicht-
pathogenen Stammes KOS resultiert in einem rekombinanten Virus mit verringerter 
Pathogenität (Kostal et al.,1994). 
Diese verschiedenen Beispiele machen deutlich, dass gB sehr wichtig für die Pathogenität 
des Viruses ist. Substitutionen einzelner Aminosäuren im gB haben enorme Auswirkungen 
auf das gesamte Virus. Sie beeinflussen nicht nur die Neuroinvasion, sondern auch die 
Viruseintrittsrate und die Syncytium-Bildung und somit die Virusausbreitung. Mutationen 
im gB können sich also direkt auf die Pathogenität auswirken. Beim Sequenzvergleich der 
gB-Sequenzen von pathogenen (ANGpath, 17) und nicht-pathogenen HSV-Stämmen 
(KOS, HSZP) zeigten sich vor allem Unterschiede in der antigenen Domäne D1 (zwischen 
aa 59-79). Diese Mutationen können direkt Auswirkung auf die Bindung neutralisierender 
Antikörper haben. Möglicherweise führen Mutationen innerhalb antigener Domänen 
jedoch auch zu einer höheren Immunogenität der entsprechenden Epitope, was wiederum 
zu einer verminderten Pathogenität des Virus beiträgt (Košovský et al., 2000). 
Nicht nur der HSV-Stamm sondern auch der Haplotyp des Wirtes korreliert mit der 






Haplotyp und jedem Klasse I-Allotyp präsentiert. Lediglich in H-2b- (C57BL/6) und H-2d-
Mäusen (BALB/c) gilt gB als Zielantigen für CTLs, nicht in H-2k-Mäusen (CBA/J). Dabei 
assoziieren nur Kb-Moleküle mit gB498-505 und nicht Db-Moleküle (Hanke et al., 1991). Im 
humanen Zellsystem sind vor allem HLA-DR Moleküle für die Präsentation von HSV-gB-
Epitopen verantwortlich. Der Virus-Antikörpertiter nach HSV-1-, EBV- und CMV-
Infektionen ist in HLA-DR2 positiven Menschen erhöht (Lio et al., 1994). Auch bei 
anderen Virusinfektionen konnte ein Zusammenhang zwischen dem MHC-Haplotyp und 
einer stärkeren Virusabwehr festgestellt werden. Bei HIV-Infektionen bietet das HLA-Bw4 
Allel einen besseren Schutz vor AIDS (Flores-Villanueva et al., 2001). Bei Hepatitis C-
Infektionen ist das DR11-Allel für die Präsentation einiger immundominanter CD4+-
Epitope verantwortlich (Godkin et al., 2001). 
Die große Homologie zwischen den gBs verschiedener Herpesviren führt auch zu kreuz-
reaktiven T-Zell-Epitopen. Die T-Zellreaktivität gegen HSV-gB hängt vom HLA-Haplotyp 
und von der Kombination anderer Herpesviren ab, die das Individuum zuvor infiziert 
haben. So zeigen beispielsweise Individuen mit einer starken T-Zellantwort gegen das 
Varizella-Zoster-Virus und dem HLA-Haplotyp A2, B7, DR2 und DQw1 auch eine starke 
Immunantwort gegen kreuzreaktive gB-Fragmente (Chan et al., 1989). 
Die Faktoren, die nach einer HSV-1 Infektion des Menschen zu einer Enzephalitis führen, 
sind noch nicht bekannt. Außer gB sind noch andere Virus- und Wirtsfaktoren 
(Immunstatus, HLA-Haplotyp, Koinfektionen) für die Neuropathogenität verantwortlich. 
Ein näherer Zusammenhang zwischen HLA-DR1 und HSV-gB konnte innerhalb dieser 
Arbeit nicht gezeigt werden. Ob die Assoziation mit verschiedenen Klasse II-Molekülen 
einen Vorteil für das Virus bietet, konnte nicht geklärt werden. Sicherlich wäre eine 
Überprüfung der Assoziation von Klasse II und anderen HSV-1 Glykoproteinen sinnvoll. 
Eine spezifische Assoziation mit gB würde für die Relevanz dieses Phänomens sprechen, 









Das menschliche Immunsystem wird ständig durch virale Infektionen herausgefordert und 
setzt verschiedene Effektorreaktionen zur Abwehr ein. Obwohl die humanpathogenen 
Viren untereinander sehr verschieden sind, haben sie ähnliche Mechanismen entwickelt, 
um diesen Effektorreaktionen zu entgehen. Bei den humanpathogenen Herpesviren sind 
verschiedene Strategien bekannt, die die Antigenpräsentation gegenüber CD8+T-Zellen 
hemmen. Dagegen wurden bisher nur wenige virale Mechanismen beschrieben, die die 
Antigenpräsentation gegenüber CD4+T-Zellen beeinflussen. Dennoch verhindern 
neutralisierende Antikörper nach einer Reaktivierung von persistierenden Herpesviren 
deren Ausbreitung im Körper. Wir haben in dem Glykoprotein B (gB) des Herpes Simplex 
Virus Typ1 (HSV-1) eine Sequenz von 6 Aminosäuren entdeckt, die identisch zu einer 
Sequenz innerhalb der humanen Invarianten Kette (Ii) ist. Über diese Sequenz bindet die 
Invariante Kette promiskuitiv an verschiedene MHC Klasse II-Allotypen. An die Sequenz 
im Glykoprotein B grenzt C-terminal ein HLA-DR1 Bindungsmotiv, wodurch die 
Virussequenz der MHC Klasse II-Bindungsstelle der Invarianten Kette ähnelt. Zwischen 
dem viralen Glykoprotein B und MHC Klasse II-Molekülen verschiedenen Allotyps und 
unterschiedlicher Spezies konnte eine Interaktion gezeigt werden. In Chimären der 
Invarianten Kette mit gB-Sequenzen kann die potentielle MHC Klasse II-Bindungsstelle 
von Glykoprotein B die Klasse II-Bindungsstelle der Invarianten Kette ersetzen. Eine 
Assoziation zwischen MHC Klasse II-Molekülen und gB-Deletionskonstrukten weist auf 
zusätzliche MHC Klasse II-Bindungsstellen innerhalb des Glykoproteins B hin. Sowohl 
Glykoprotein B als auch MHC Klasse II-Moleküle verlassen das ER und werden 
posttranslational modifiziert. Die MHC Klasse II-Moleküle gelangen zur Zelloberfläche, 
wo auch ein Teil von Glykoprotein B exprimiert wird. Das intrazellulär verbleibende 
Glykoprotein B kann die Invariante Kette bei der Ii-abhängigen Antigenpräsentation nicht 
ersetzen. Die hoch konservierten Glykoproteine B verschiedener HSV-1 Stämme, die für 
deren unterschiedliche Pathogenität in Mäusen mitverantwortlich sind, zeigen weder 
Unterschiede in der Assoziation zu MHC Klasse II-Molekülen noch in der Ii-abhängigen 
Antigenpräsentation. Das für die Infektiösität und Virusausbreitung wichtige Glykoprotein 
B liefert dem Immunsystem dominante CD4+-Epitope. Möglicherweise kann Glykoprotein 
B über die Assoziation mit Klasse II-Molekülen in die MHC II-
Prozessierungskompartimente gelangen und die Prozessierung innerhalb dieser 
Kompartimente beeinflussen. Denkbar ist auch ein veränderter intrazellulärer Transport, 
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Sequenzvergleich von Glykoprotein B in verschiedenen HSV-1 Stämmen 
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    1  10  20  30  40  50  60  70 
    |  |  |  |  |  |  |  | 
Ii31    MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆81-127   MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆90-127   MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆90-127 (K82A)  MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆90-127 (P86A)  MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆90-127 (K82L/K85L) MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii ∆90-127 (P81L/P86L) MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii/gB    MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii/gBmut   MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
Ii/gBNT   MDDQRDLISNHEQLPILGNRPREPERCSRGALYTGVSVLVALLLAGQATTAYFLYQQQGRLDKLTITSQN 
 
 
      80  90  100  110  120  130  140 
      |  |  |  |  |  |  | 
Ii31    LQLESLRMKLPKSAKPVSQMRMATPLLMRPMSMDNMLLGPVKNVTKYGNMTQDHVMHLLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆81-127   LQLESLRMKL-----------------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆90-127   LQLESLRMKLPKSAKPVSQKL------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆90-127 (K82A)  LQLESLRMKLPASAKPVSQKL------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆90-127 (P86A)  LQLESLRMKLPKSAKAVSQKL------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆90-127 (K82L/K85L) LQLESLRMKLPLSALPVSQKL------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii ∆90-127 (P81L/P86L) LQLESLRMKLLKSAKLVSQKL------------------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii/gB    LQLESLRMKLPKPPKPPRPAGDNATVAAKL---------------------------LLTRSGPLEYPQL 
Ii/gBmut   LQLESLRMKLPLPPLPPRPAGDNATVAAKL---------------------------LLTRSGPLEYPQL 









      150  160  170  180  190  200  210 
      |  |  |  |  |  |  | 
Ii31    KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆81-127   KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆90-127   KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆90-127 (K82A)  KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆90-127 (P86A)  KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆90-127 (K82L/K85L) KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii ∆90-127 (P81L/P86L) KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii/gB    KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii/gBmut   KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
Ii/gBNT   KGTFPENLKHLKNSMDGVNWKIFESWMKQWLLFEMSKNSLEEKKPTEAPPKEPLDMEDLSSGLGVTRQEL 
 
 
     215 
     | 
Ii31    GQVTL 
Ii ∆81-127   GQVTL 
Ii ∆90-127   GQVTL 
Ii ∆90-127 (K82A)  GQVTL 
Ii ∆90-127 (P86A)  GQVTL 
Ii ∆90-127 (K82L/K85L) GQVTL 
Ii ∆90-127 (P81L/P86L) GQVTL 
Ii/gB    GQVTL 
Ii/gBmut   GQVTL 









    1  10  20  30  40  50  60  70 
    |  |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  MRQGAPARGRRWFVVWALLGLTLGVLVASAAPSSPGTPGVAAATQAANGGPATPAPPAPGAPPTGDPKPK 
gB ANGpathNT  MRQGAPARGRRWFVVWALLGLTLGVLVASAAPSSPGTPGVAAATQAANGGPATPAPPAPGAPPTGDPKPK 
 
      80  90  100  110  120  130  140 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  KNKK------------------GHATLREHLRDIKAENTDANFYVCPPPTGATVVQFEQPRRCPTRPEGQ 
gB ANGpathNT  KNKKPKNPTPPRPAGDNATVAAGHATLREHLRDIKAENTDANFYVCPPPTGATVVQFEQPRRCPTRPEGQ 
 
      150  160  170  180  190  200  210 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  NYTEGIAVVFKENIAPYKFKATMYYKDVTVSQVWFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFEEVIDKINAKGVCRST 
gB ANGpathNT  NYTEGIAVVFKENIAPYKFKATMYYKDVTVSQVWFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFEEVIDKINAKGVCRST 
 
      220  230  240  250  260  270  280 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  AKYVRNNLETTAFHRDDHETDMELKPANAATRTSRGWHTTDLKYNPSRVEAFHRYGTTVNCIVEEVDARS 
gB ANGpathNT  AKYVRNNLETTAFHRDDHETDMELKPANAATRTSRGWHTTDLKYNPSRVEAFHRYGTTVNCIVEEVDARS 
 
      290  300  310  320  330  340  350 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  VYPYNEFVLATGDFVYMSPFYGYREGSHTEHTSYAADRFKQVDGFYARDLTTKARATAPTTRNLLTTPKF 












      360  370  380  390  400  410  420 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  TVAWDWVPKRPSVCTMTKWQEVDEMLRSEYGGSFRFSSDAISTTFTTNLTEYPLSRVDLGDCIGKDARDA 
gB ANGpathNT  TVAWDWVPKRPSVCTMTKWQEVDEMLRSEYGGSFRFSSDAISTTFTTNLTEYPLSRVDLGDCIGKDARDA 
 
      430  440  450  460  470  480  490 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  MDRIFARRYNATHIKVGQPQYYLANGGFLIAYQPLLSNTLAELYVREHLREQSRKPPNPTPPPPGASANA 
gB ANGpathNT  MDRIFARRYNATHIKVGQPQYYLANGGFLIAYQPLLSNTLAELYVREHLREQSRKPPNPTPPPPGASANA 
 
      500  510  520  530  540  550  560 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  SVERIKTTSSIEFARLQFTYNHIQRHVNDMLGRVAIAWCELQNHELTLWNEARKLNPNAIASATVGRRVS 
gB ANGpathNT  SVERIKTTSSIEFARLQFTYNHIQRHVNDMLGRVAIAWCELQNHELTLWNEARKLNPNAIASATVGRRVS 
 
      570  580  590  600  610  620  630 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  ARMLGDVMAVSTCVPVAADNVIVQNSMRISSRPGACYSRPLVSFRYEDQGPLVEGQLGENNELRLTRDAI 
gB ANGpathNT  ARMLGDVMAVSTCVPVAADNVIVQNSMRISSRPGACYSRPLVSFRYEDQGPLVEGQLGENNELRLTRDAI 
 
      640  650  660  670  680  690  700 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  EPCTVGHRRYFTFGGGYVYFEEYAYSHQLSRADITTVSTFIDLNITMLEDHEFVPLEVYTRHEIKDSGLL 












      710  720  730  740  750  760  770 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  DYTEVQRRNQLHDLRFADIDTVIHADANAAMFAGLGAFFEGMGDLGRAVGKVVMGIVGGVVSAVSGVSSF 
gB ANGpathNT  DYTEVQRRNQLHDLRFADIDTVIHADANAAMFAGLGAFFEGMGDLGRAVGKVVMGIVGGVVSAVSGVSSF 
 
      780  790  800  810  820  830  840 
      |  |  |  |  |  |  | 
gB ANGpath∆75-92  MSNPFGALAVGLLVLAGLAAAFFAFRYVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKL 
gB ANGpathNT  MSNPFGALAVGLLVLAGLAAAFFAFRYVMRLQSNPMKALYPLTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKL 
 
      850  860  870  880  890  900 904 
      |  |  |  |  |  | | 
gB ANGpath∆75-92  AEAREMIRYMALVSVMERTEHKAKKKGTSALLSAKVTDMVMRKRRNTNYTQVPNKDGDADEDDL 
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